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O diagnóstico da fasciolose é feito principalmente por métodos serológicos, devido ao 
polimorfismo do quadro clínico e à baixa sensibilidade dos métodos parasitológicos. Contudo, estes 
métodos apresentam algumas limitações, pelo que a melhoria dos testes imunológicos, 
nomeadamente, a utilização de antigénio homólogo, pode ser um factor relevante para a 
especificidade do diagnóstico.  
Este estudo teve como objectivo a produção e avaliação de antigénios total e deslipidizado de 
F. gigantica no imunodiagnóstico da fasciolose pelos métodos de Micro-ELISA e Western-blot, em 
comparação com os de F. hepatica.  
Foram analisados 111 soros de indivíduos cabo-verdianos e 67 de indivíduos residentes em 
Portugal, de ambos os sexos, com suspeita clínica de fasciolose. Os antigénios, total e deslipidizado, 
foram produzidos a partir de vermes adultos de F. gigantica recolhidos de bovinos na ilha de 
Santiago (Cabo Verde). 
Os antigénios totais das duas espécies de Fasciola apresentaram a mesma sensibilidade 
(100%), mas a especificidade foi superior para o antigénio total de F. gigantica (95,2%), na 
detecção de IgG. À semelhança dos antigénios totais, os deslipidizados demonstraram uma 
sensibilidade de 100%. Contudo, a especificidade foi superior (95,2%) quando se utilizou o 
antigénio deslipidizado de F. hepatica em relação à obtida com F. gigantica, cujo valor foi de 
90,5%. Quanto à detecção de IgM anti-Fasciola, os valores de sensibilidade e especificidade foram 
de 97% e 90,5%, respectivamente, para os antigénios totais dos dois parasitas. Na pesquisa de IgM 
anti-parasita, as sensibilidades foram 94% e 83% para os antigénios deslipidizados de F. gigantica e 
F. hepatica, respectivamente, com uma especificidade de 90,5% para ambos os antigénios 
deslipidizados.  
No Immunobloting, a fracção antigénica de 24 kDa foi comum nas quatro preparações 
antigénicas, quer para IgM quer para IgG anti-Fasciola, pelo que a sua caracterização poderá ser 
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relevante para o desenvolvimento de métodos com maior especificidade e reprodutibilidade, 
melhorando significativamente o diagnóstico. A banda de 26 kDa, presente apenas no antigénio 
total de F. gigantica, parece ser específica deste parasita. Este facto leva-nos a concluir que esta 
banda poderá ser objecto de mais estudos, no sentido de vir a ter-se um diagnóstico diferencial entre 









The diagnosis of fascioliasis is made mainly by serological methods, due to the clinical 
polymorphism and the low sensitivity of parasitological methods. However, these methods have 
some limitations, so the improvement of immunological tests, including the use of homologous 
antigen, can be a factor of great importance for the specificity of diagnosis. 
This study was aimed at the production and evaluation of somatic and dislipidized antigens of 
F. gigantica in immunodiagnosis of fascioliasis by the methods of Micro-ELISA and Western blot, 
compared with those of F. hepatica. 
We analyzed 111 sera from individuals from Cape Verde and 67 individuals living in 
Portugal, of both sexes with clinical suspicion of fascioliasis. The somatic and dislipidized antigens, 
were produced from adult worms of F. gigantica collected from cattle on the Santiago Island (Cape 
Verde).  
The two somatic antigens of Fasciola species showed the same sensitivity (100%) but 
specificity was superior to the somatic antigen of F. gigantica (95.2%) in the detection of IgG. Like 
the somatic antigen, dislipidized antigen demonstrated a sensitivity of 100%. However, the 
specificity was higher (95.2%) when using the dislipidized antigen of F. hepatica when compared 
to that obtained with F. gigantica, whose value was 90.5%. For the detection of IgM anti-Fasciola, 
the sensitivity and specificity were 97% and 90.5%, respectively, to somatic antigens of both 
parasites (F. gigantica and F. hepatica). In IgM anti-parasite, sensitivities were 94% and 83% for 
dislipidized antigens for F. gigantica and F. hepatica, respectively, with a specificity of 90.5% for 
both dislipidized antigens. 
In immunoblotting, the antigenic fraction of 24 kDa was common in four antigenic 
preparations for either IgM or IgG anti-Fasciola, hence its characterization may be relevant to the 
development of methods with higher specificity and reproducibility, significantly improving the 
diagnosis. The band of 26 kDa antigen is present only on somatic F. gigantica, suggesting to be 
Produção e Caracterização de Antigénios de Fasciola gigantica e sua Avaliação no Imunodiagnóstico de Fasciolose 
vi 
 
specific to this parasite. This leads us to conclude that this band of 26 kDa could be the subject of 
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1. Introdução  
A fasciolose é uma zoonose cosmopolita causada por tremátodes do género Fasciola, que 
afecta o fígado e as vias biliares de muitas espécies de animais domésticos, selvagens e o próprio 
homem. A infecção humana ocorre acidentalmente após o consumo de plantas aquáticas 
comestíveis ou de água contendo metacercárias, sendo o agrião cru, o principal veículo do parasita. 
A infecção pode resultar em cirrose biliar, colangite esclerosante associada a icterícia destrutiva, 
abcessos do fígado, e outros graves problemas hepáticos e manifestações clínicas ectópicas (Kesmat 
et al., 1999). 
A fasciolose, cujos agentes causais são a F. hepatica e a F. gigantica, tem sido 
tradicionalmente considerada uma doença de importância veterinária por causar prejuízos 
económicos substanciais na pecuária, especialmente em ovinos e bovinos. Em contrapartida, a 
fasciolose humana sempre foi vista como uma doença secundária (Malek, 1980 e Boray, 1982).  
O prejuízo económico que esta parasitose causa na pecuária a nível mundial deve-se à 
rejeição de um grande número de fígados nos matadouros, além da queda na produção e na 
qualidade do leite, da perda de peso dos animais, da diminuição da fertilidade e do crescimento, e 
em alguns casos pode mesmo ocasionar morte dos animais (Queiroz, 2005).  
A importância da fasciolose humana na saúde pública tem, no entanto, aumentado nos últimos 
anos, conforme demonstrado pelo elevado número de casos registados no período de 1970 a 1990 
com 2594 pessoas infectadas em 42 países situados em todos os continentes (Chen & Mott, 1990). 
Segundo Mas-Coma et al., (2005), estima-se que possam existir cerca de 2,4 milhões de 
pessoas infectadas com Fasciola spp no mundo e, cerca de 180 milhões estarão em risco.  
Nas Américas, a zoonose por tremátodes mais encontrada é a fasciolose causada pela F. 
hepatica, um parasita de herbívoros frequente em certas zonas de pecuária. Ainda que encontrados 
em muitos países do mundo, os casos humanos têm sido assinalados principalmente na América 
Latina, em África, na Ásia e no Hawai (Rey, 2008).  
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O género Fasciola tem uma grande variedade de hospedeiros definitivos e uma distribuição 
geográfica extensa. Muitos animais domésticos como bovinos, ovinos, caprinos, suínos e mais 
recentemente equinos são eficientes reservatórios do parasita (Mas-Coma et al., 1997). Também os 
ratos (Rattus rattus) podem desempenhar um papel importante como reservatório e participar da 
dispersão geográfica da doença (Mas-Coma et al., 1999a). Para além desses hospedeiros 
vertebrados, Fasciola spp necessita de hospedeiros intermediários (moluscos do género Lymnaea) 
para se desenvolver (Luz et al., 1992). 
Segundo Pile et al., (1999) e Echevarria (2004), citado por Braga (2008), a fasciolose é uma 
doença cuja epidemiologia está fortemente associada à temperatura e disponibilidade de água. Além 
disso, segundo Mattos et al., (1977), citado por Braga (2008), a fasciolose deve ser sempre 
considerada na investigação de causas como anemia, emagrecimento ou mortalidade de bovinos e 
ovinos em áreas favoráveis à presença de Fasciola spp. Sabe-se contudo, que a epidemiologia da 
fasciolose está vinculada a vários factores, nomeadamente: climáticos, topográficos, pressão dos 
pastos, presença de hospedeiros que actuam como agentes facilitadores de sua disseminação, maior 
ou menor disponibilidade de metacercárias e presença dos ovos do tremátode nos pastos.  
A fasciolose humana foi considerada uma doença zoonótica secundária até meados dos anos 
noventa. Actualmente é uma parasitose emergente ou re-emergente em muitos países, devido a 
várias razões, incluindo o aumento da prevalência, intensidade e expansão geográfica (Mas-Coma, 
2004), estando isso relacionado com fenómenos como, as alterações ambientais e modificações 
antrópicas (Mas-Coma et al., 2005) e às mudanças ambientais associadas com o aquecimento 
global, que têm promovido a expansão das populações dos moluscos Lymnaea (Mitchell, 2002).  
Face a esta situação, a Organização Mundial da Saúde (OMS) (WHO, 1995) lançou uma 
iniciativa mundial de luta contra a fasciolose humana com especial ênfase sobre a transmissão, 
estudos epidemiológicos e controlo, principalmente por meio de tratamentos com triclabendazole 
(Egaten
®
), um fármaco altamente eficaz em dose única. Os resultados recentes desta iniciativa da 
OMS proporcionaram um novo conhecimento sobre esta helmintose, o que tem sido suficiente para 
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justificar a inclusão da fasciolose na lista de doenças parasitárias importantes para os humanos 
(Hopkins, 1992; Rim et al., 1994 e Mas-Coma, 2004). 
Assim, a emergência e a re-emergência desta helmintose zoonótica em várias partes do 
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2. Revisão de Literatura  
2.1. Breves dados históricos sobre a Fasciolose  
A primeira citação de F. hepatica remonta ao século IX, quando foi citada como a causa da 
“doença do fígado” de ovinos, no I Tratado de Saúde Animal do Mundo Árabe, no ano 865 a.C. 
(Erk, 1977 e Rezende, 1979). As lesões encontradas no fígado de animais só foram relacionadas 
com a presença de F. hepatica em 1739 por Jehan e Brie, citado por Taylor, (1965). Foi ainda o 
primeiro tremátode a ter o seu ciclo de vida descrito, depois de estudos realizados por Leuckart e 
colaboradores, em 1882, na Alemanha, onde citaram a participação da L. truncatula como seu 
hospedeiro intermediário (Rezende, 1979 e Mendes, 2006).  
A fasciolose humana foi registada pela primeira vez por Pallas em 1760 (Pêssoa & Martins, 
1982). A primeira epidemia de fasciolose foi descrita em França em 1956, e o agrião disperso na 
natureza foi apontado como o principal causador da infecção em humanos, principalmente nas áreas 
onde a fasciolose animal também é uma endemia. Este país tem o maior número de casos positivos 
referidos por utilizar, eventualmente, melhores técnicas de diagnóstico e, contudo, não se pode 
garantir que seja necessariamente, o país com o maior número de casos (de Oliveira, 2007).  
A espécie F. hepatica foi o primeiro tremátode parasita conhecido, descoberto por Jean e 
Brie, em 1739. Este parasita pode afectar o homem através do consumo do agrião, outros vegetais e 
água, razão pela qual não pode ser considerada como uma simples zoonose secundária, mas sim 
uma doença humana (Mas-Coma et al., 1999a). 
No passado, a fasciolose estava limitada a áreas geográficas específicas e típicas, mas 
actualmente está muito difundida em todo o mundo, com casos humanos cada vez mais relatados na 
Europa, Américas e Oceânia (onde só F. hepatica é transmitida) e na África e Ásia (onde as duas 
espécies de Fasciola se sobrepõem). Como consequência, a fasciolose humana deve ser considerada 
como uma zoonose de importância mundial e regional (WHO, 2007). 
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Existem muitos estudos sobre coprólitos humanos em que ovos de Fasciola spp foram 
encontrados, sugerindo que a fasciolose era comum nos seres humanos na pré-história (Bouchet, 
1991, 1994, 1995a, 1995b, 1997; Bouchet et al., 1998; Dommelier et al., 1998; Aspöck et al., 1999; 
Lavazec et al., 2000 e Dittmar & Teegen, 2003). Com efeito, Fasciola spp foi encontrada nas 
populações humanas na pré-história, Idade da Pedra, no final do período Mesolítico, 5000-5100 
anos atrás, e no Neolítico, um período marcado pela domesticação de animais e o desenvolvimento 
da agricultura. A espécie F. hepatica também foi encontrada na Idade de Bronze, bem como nos 
antigos europeus do período de Galo-Romanos e da Idade Média (Bouchet et al., 2003). 
2.2.  A fasciolose em Cabo Verde 
O arquipélago de Cabo Verde fica situado no Oceano Atlântico entre 14º 48’ e 17º 12’ 30’’ de 
latitude N e 22º 44’ e 25º 22’ de longitude O, a cerca de 455 km da costa ocidental do continente 
africano e a 1400 km a SO das Canárias, entre o Trópico de Câncer e o Equador, com a superfície 
total de 4.033km², sendo a ilha de Santiago a de maior dimensão, com cerca de 990 km
2
 e onde se 
localiza a capital Praia. Compõe-se de dez ilhas e oito ilhéus, divididos em dois grupos, Barlavento 
e Sotavento, de acordo com a sua posição relativa ao vento dominante de Nordeste (ventos alísios). 
Pertencem ao grupo de Barlavento as ilhas de Santo Antão, S. Vicente, Santa Luzia, S. Nicolau, Sal 
e Boa Vista e os ilhéus dos Pássaros, Branco e Raso; e ao Sotavento as ilhas do Maio, Santiago, 
Fogo e Brava e os ilhéus de Santa Maria, Luís Carneiro, Sapado Grande e Cima (Figura 1), (Gomes, 
2006). 
Conforme o recenseamento efectuado em 2008, a população de Cabo Verde era de 500 000 
habitantes, sendo a população maioritariamente feminina (51,6%) e muito jovem, uma vez que 
cerca de 59% da população tem menos de 25 anos (INE, 2008). A ilha de Santiago é a que regista 
maior número de habitantes, cerca de 54% do total da população e a maioria reside no meio urbano 
(Rosa, 2002). 
 




Figura 1: Localização geográfica do Arquipélago de Cabo Verde, (adaptado de, De 
Albuquerque & Santos, 2001). 
Pela sua situação geográfica, Cabo verde insere-se no grupo de países Sahelianos, com um 
clima tropical seco, cuja principal característica é a seca, na dependência de fenómenos que 
acompanham as migrações anuais e seculares de convergência inter-tropical (Amaral, 1964). 
O clima geral de Cabo Verde é determinado pela insularidade, pela latitude, pela influência da 
corrente fria das Canárias e dos ventos alísios de nordeste (Amaral, 1964).  
No arquipélago existem duas estações distintas: a da seca, mais longa, entre Dezembro e 
Junho, e a das chuvas, entre Agosto e Outubro. Os meses de Julho e Novembro são considerados de 
transição, e consoante os anos, são mais secos ou mais chuvosos. As precipitações concentram-se, 
sobretudo, na estação das chuvas, durante a qual se regista 90% do total anual. Ocorrem num 
número reduzido de dias, que raramente excede os 10%. A este facto associa-se ainda uma forte 
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concentração horária, pelo que têm, no geral, um carácter de aguaceiro de forte intensidade (Costa, 
1996). 
As temperaturas médias anuais (24,3ºC) são moderadas pelo efeito altitude e pela influência 
marítima ao redor das ilhas, com valores máximos extremos no mês de Setembro e mínimos em 
Fevereiro (Gomes, 2006). 
Em Cabo Verde, foram descritos dois casos da doença humana na ilha de Santiago em 1966, 
sendo um caso de fasciolose hepática (Meira, 1966) e o outro de fasciolose subcutânea (Meira & 
Santa-Rita, 1966). 
Em 1998 em França, Nozais, et al., relataram um caso de fasciolose por Fasciola spp com 
localização hepática e gástrica, num cidadão cabo-verdiano. A suspeita do parasita foi devida à 
presença de ovos em amostras histológicas de biopsia gástrica e foi confirmada por serologia 
(imunoelectroforese), enquanto os exames parasitológicos das fezes foram negativos.  O doente 
ficou curado após o tratamento com triclabendazole.  Os autores concluíram que embora, 
localizações ectópicas na fasciolose sejam clássicas, elas são geralmente encontradas na parede 
abdominal, com menor frequência na parede gástrica ou cólon.  A ocorrência da contaminação em 
Cabo Verde é indiscutível, uma vez que o doente não tinha saído do país.  Este foi o 5º caso descrito 
até então, na literatura médica, confirmando assim, a presença de F. gigantica (ou F. hepatica) em 
Cabo Verde, cuja população é de origem Portuguesa e Africana e manteve os hábitos alimentares do 
antigo poder colonial (Portugal é uma zona de alta endemicidade para a fasciolose humana).   
Na década de noventa (séc. XX), 58 doentes apresentaram-se no hospital Agostinho Neto, 
Ilha de Santiago, Cabo Verde, com as seguintes manisfestaçoes clínicas: febre, dor abdominal, 
hepatomegalia, eosinofilia, abcessos no fígado e anemia. Esses doentes foram diagnosticados para 
fasciolose, usando métodos imunológicos, no Istituto de Higiene e Medicina Tropical, Lisboa, 
Portugal, tendo sido registada uma prevalência de 44,83% (Grácio & Azevedo, 1998).  
A infecção por F. hepatica, não é frequentemente descrita nos Estados Unidos, mas Graham, 
et al., (2001) descreveram dois casos de fasciolose em cidadãos de origem cabo-verdiana, que 
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apresentaram o espectro clínico de fasciolose. O primeiro teve doença extensiva e foi submetido a 
múltiplos procedimentos diagnósticos antes do diagnóstico correcto ser alcançado, já o segundo, 
que tinha poucos sintomas, foi diagnosticado por métodos não invasivos.  Ambos foram tratados 
com triclabendazole, sem efeitos colaterais significativos.  Os autores concluíram que a fasciolose 
importada pode iludir o diagnóstico rápido ou exacto, assim, a obtenção de uma história detalhada 
dos doentes e o conhecimento do quadro clínico no início do curso da infecção pode permitir a 
identificação em tempo útil e não invasivo da infecção.  Confirmou-se que triclabendazole é o 
fármaco recomendado para o tratamento de fasciolose, devido às suas eficácia, segurança e 
facilidade de uso. 
Ka et al., (2002), relataram dois casos de fasciolose hepatobiliar em indivíduos que viviam no 
Senegal e Cabo Verde, o que é curioso visto que, nenhum caso semelhante tinha sido descrito até 
então. O primeiro caso foi uma mulher de 41 anos, que apresentou hepatomegalia dolorosa com 
hipereosinofilia, sem febre, e o segundo caso foi um homem de 32 anos, que apresentou também, 
hepatomegalia, hipereosinofilia e febre.  As características clínicas e inquéritos epidemiológicos em 
ambos os casos verificaram estadias em Cabo Verde antes da doença.  Isto foi consistente com uma 
contaminação naquela região.  Em ambos os casos, quer F. hepatica ou F. gigantica poderiam ser 
responsáveis, uma vez que os testes serológicos não são capazes de diferenciar estas duas espécies. 
Diante disto, concluiu-se que, hepatopatias parasitárias devem ser reconhecidas especialmente 
quando um processo doloroso do fígado está associado a hipereosinofilia e que os testes serológicos 
ajudarão a estabelecer o diagnóstico perante estes casos. 
Em 2002, Oliveira et al., descreveram em Portugal, quatro casos clínicos de doentes 
provenientes de Cabo Verde, que se apresentavam com febre de evolução prolongada, 
emagrecimento, hepatomegalia dolorosa, anemia, hipereosinofilia, velocidade de sedimentação 
(VS) superior a 100, hipoalbuminemia, hipergamaglobulinemia e elevação da fosfatase alcalina e de 
gamaglutamiltranspeptidase (γ-GT). O exame de fezes revelou ovos de Fasciola spp e a serologia 
foi positiva. A tomografia abdominal computadorizada (TAC) revelou hepatomegalia com 
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múltiplas lesões focais hipocaptantes, de localização periférica e de aspecto ramificado. O 
triclabendazol foi o fármaco utilizado para o tratamento. A melhoria clínica, laboratorial, 
imagiológica e a boa tolerância terapêutica, fazem deste fármaco o tratamento de escolha na 
fasciolose hepática humana, perante a já comprovada pouca eficácia terapêutica e a existência de 
múltiplos efeitos colaterais dos fármacos anteriormente utilizados no tratamento desta doença, como 
o bitionol, emetine, albendazole e praziquantel.  
Pile & Semedo, (2006), realizaram uma análise comparativa usando dados compilados no 
período de 1994/1995, em matadouros localizados em diferentes concelhos/ilhas de Cabo Verde, e 
de resultados obtidos em trabalho realizado por Pile & Semedo no período de Janeiro/Dezembro de 
2005 no concelho de São Domingos, Santiago. Os resultados demonstraram altas taxas de infecção 
animal, com prevalências de 13,8% e 34,7% nos períodos de 1994/1995 e 2005, respectivamente, 
indicando um aumento significativo dos casos.  
Semedo (2006), realizou uma avaliação epidemiológica da fasciolose numa localidade do 
Concelho de São Domingos, ilha de Santiago, com a finalidade de estabelecer as taxas de infecção 
da fasciolose entre hospedeiros vertebrados e invertebrados, onde obteve taxas de infecção de 
0,42% em alunos, 27,3% em moluscos do género Lymnaea e de 34,5% em ruminantes.  
Um outro estudo realizado por Pile et al., (2008) sobre a fasciolose entre doentes com 
distúrbios gastro-hepáticos em Santiago, teve como objectivo registar a variação sazonal e 
determinar os factores que estariam influenciando a fasciolose entre indivíduos com distúrbios 
gastro-hepáticos atendidos no Hospital Agostinho Neto, naquela cidade. Os resultados indicaram 
uma prevalência da infecção de aproximadamente 33%; ampla variação da taxa de ocorrência, 
relacionada com a falta de chuvas e baixas temperaturas; e aumento significativo do número de 
casos em Novembro, verificando-se maior disponibilidade de metacercárias, indicada pela taxa de 
infecção humana, em ambientes com microclimas mais frescos e com a presença de ruminantes 
com maior taxa de infecção. 
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Matos (2008), determinou a taxa de ocorrência e redistribuição da fasciolose animal na ilha de 
Santiago e constatou a presença dos moluscos L. natalensis em 15 biótopos diferentes nesta mesma 
ilha. Obteve uma taxa de infecção de 37,15% e 51,51% em bovinos e moluscos (L. natalensis), 
respectivamente.  
Vários autores têm referido a presença de moluscos Lymnaea spp em Cabo Verde, 
nomeadamente nas ilhas de: Santo Antão (L. natalensis e L. auricularia, em 1865 por Reibisch); 
Santiago (L. natalensis e L. auricularia, em 1882 por Rochebrune); São Nicolau (L. natalensis, em 
1958 por Panelius e em 1909 por Nobre); Boavista (L. natalensis, em 1958 por Panelius) e Brava 
(L. natalensis, em 1909 por Nobre), citado por Rosa, (2002).  
Nas pesquisas de campo que efectuei nos meses de Janeiro a Março de 2010 em Cabo Verde, 
constatei a presença do molusco L. natalensis na Ribeira dos Camarões, ilha de São Nicolau e na 
lagoa de São Domingos na ilha de Santiago.  
2.3. O Parasita 
2.3.1. Morfologia 
As espécies de Fasciola possuem ventosa oral e ventral de tamanho aproximadamente igual, 
localizadas na região anterior do corpo do parasita, conhecida como cone cefálico. O corpo é 
achatado e coberto por um tegumento espinhoso. O intestino é ramificado, com numerosos 
divertículos que se estendem nas extremidades anterior e posterior do corpo do parasita. 
Apresentam cegos com numerosas ramificações, que atingem a extremidade do corpo. Os testículos 
são ramificados, situado um atrás do outro, na parte posterior. O ovário é ramificado e anterior aos 
testículos. O poro genital situa-se acima da ventosa ventral (Figura 2). Os vermes adultos vivem nos 
canais biliares intra-hepáticos, onde podem sobreviver cerca de 10 anos (Mas-Coma, 2004; 
Norbury, 2008 e Nguyen et al., 2009).  




Figura 2: Morfologia interna de Fasciola spp, 
(original, António Almeida). 
A espécie F. hepatica Linnaeus, 1758, é um tremátode grande com cerca de 20-50 mm de 
comprimento e 6-13 mm de largura. O cone cefálico é proeminente e os “ombros” acentuados 
(Figura 3A). Os ovos são grandes (130-150 µm x 60-90 µm), castanhos-amarelados e não 
embrionados no momento de postura. A espécie F. gigantica Cobbold, 1856, distingue-se da 
espécie F. hepatica pelo seu maior tamanho (24-76 mm de comprimento e 5-13 mm de largura), 
cone cefálico mais curto e “ombros” menos acentuados (Figura 3B). Os ovos são pouco maiores 
(160-190 µm x 70-90 µm) (Mas-Coma, 2004; Norbury, 2008 e Nguyen et al., 2009).  




Figura 3: A – F. hepatica adulto, B – F. gigantica adulto, (original, 
António Almeida). 
Ambos os parasitas são hermafroditas, reproduzindo-se por auto-fecundação ou fecundação 
cruzada. Os aparelhos digestivos são incompletos. As duas ventosas e as espículas nas suas 
cutículas de revestimento, auxiliam na sua fixação (Queiroz, 2005). 
As espécies de Fasciola são polimórficas e podem variar morfologicamente em função do 
hospedeiro que parasitam. Portanto, a morfologia e a análise fenotípica nem sempre podem ser 
usadas para distinguir de forma confiável as duas espécies (Stunkard, 1957; Lee & Zimmerman, 
1993 e Lofty & Hillyer, 2003). 
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2.3.2. Diferenciação entre as duas espécies de Fasciola 
Tem havido algumas incertezas taxonómicas sobre as espécies de Fasciola, particularmente 
na Ásia devido a uma série de tipos morfológicos (Kendall, 1965). A hibridação cruzada 
interespecífica foi encontrada na Coreia (Agatsuma et al., 2000) e no Japão (Kendall, 1965), e tem 
sido descrita evidências por análise molecular de hibridação natural entre F. hepatica e F. gigantica 
(Agatsuma et al., 2000). Este facto, associado aos diferentes hospedeiros intermediários e 
definitivos do parasita Fasciola spp, levou alguns pesquisadores a sugerir a possibilidade de 
existirem subespécies ou linhagens evolutivas distintas (Dosay-Akbulut et al., 2005). 
Devido aos problemas associados à diferenciação entre as espécies de Fasciola usando 
técnicas morfológicas, cromossómicas e bioquímicas, uma grande componente de pesquisa usando 
técnicas de biologia molecular tem sido realizada para tentar resolver o problema de identificação, 
(Norbury, 2008). 
As técnicas de focagem isoeléctrica (IEF) e de electroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) têm sido utilizadas para diferenciar F. hepatica de F. gigantica (Lee et al., 1992a; Lee et 
al., 1992b; Lee et al., 1992c; Lee & Zimmerman, 1993; Allam et al., 2002 e Lotfy et al., 2002). A 
identificação das espécies utilizando antigénios de F. hepatica e F. gigantica em casos de fasciolose 
humana aguda também têm sido descritos (Allam et al., 2002). 
Diferentes regiões do ADN foram sequenciadas para determinar a diversidade e diferenciação 
entre as espécies de Fasciola de locais distintos. As regiões de ADN amplificadas incluem 
citocromo c-oxidase subunidade 1 (CO1) e o NADH deidrogenase subunidade 1 (ND1), do ADN 
mitocondrial, bem como internal-transcribed spacer 1 (ITS1) e 2 (ITS2), e 28S rDNA (28S) do 
ADN nuclear (Adlard et al., 1993; Hashimoto et al., 1997; Itagaki & Tsutsumi, 1998; Itagaki et al., 
1998; Abdel Tawab et al., 2000; Agatsuma et al., 2000; Marcilla et al., 2002; Huang et al., 2004; 
Morozova et al., 2004; Dosay-Akbulut et al., 2005; Nolan & Cribb, 2005; Itagaki et al., 2005a; 
Itagaki et al., 2005b; Abdel Tawab et al., 2006; Semyenova et al., 2006 e Lin et al., 2007). 
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2.3.3. Ciclo de vida de Fasciola spp 
O ciclo de vida de Fasciola spp (Figura 4) é heterexênico, uma vez que o parasita necessita de 
dois hospedeiros, um hospedeiro intermediário (moluscos do género Lymnaea) e um definitivo 
(herbívoros e acidentalmente os humanos) para completar o seu ciclo de vida (Neves, 2005). 
Quando adulto, o parasita localiza-se no interior de ductos biliares do fígado, normalmente 
nos de médio e pequeno diâmetro, onde fica enrolado, podendo causar obstrução. A presença do 
parasito causa espessamento e calcificação dos ductos. O parasito produz ovos operculados que, 
devido à bile, ficam com uma coloração castanha-amarelada característica (Dunn, 1983; Veronesi, 
1985; Duménigo et al., 1999 e Urquhart et al., 2001).  
Os ovos postos são levados pela bile até ao intestino, sendo encontrados no animal 
parasitado grande quantidade de ovos na vesícula biliar. Estes são eliminados no ambiente 
juntamente com as fezes, onde, em condições favoráveis de temperatura e de humidade, eclodem 
em aproximadamente 9 a 15 dias, libertando através do opérculo uma larva ciliada denominada 
miracídio, o qual nada velozmente até encontrar um molusco do género Lymnaea, hospedeiro 
intermediário do parasita (Dunn, 1983; Veronesi, 1985; Duménigo et al., 1999 e Urquhart et al., 
2001).  
O miracídio é muito frágil, e morre em poucas horas (aproximadamente 8 horas) se não 
encontrar o hospedeiro intermediário. Ele penetra activamente atravessando o epitélio de 
revestimento das partes moles do molusco e, na sua musculatura, forma uma estrutura denominada 
esporocisto que ao desenvolver-se liberta células que migram para o hepatopâncreas do molusco 
onde se transforma em rédias. Estas por sua vez, ao encontrar condições adversas, darão origem a 
rédias filhas e netas, retardando assim o processo, mas em contrapartida aumenta o número de 
parasitas (Dunn, 1983; Veronesi, 1985; Duménigo et al., 1999 e Urquhart et al., 2001).  
No interior de cada rédia formam-se então várias cercárias, que apresentam uma cauda e duas 
ventosas. Estas abandonam o molusco e nadam até encontrarem uma superfície para se fixar, 
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podendo esta ser uma folha vegetal (Dunn, 1983; Veronesi, 1985; Duménigo et al., 1999 e Urquhart 
et al., 2001).  
Após a fixação, as cercárias formam uma membrana quística e assumem uma forma 
resistente, infectante, denominada metacercária. A metacercária pode resistir até um ano no 
ambiente. O ciclo, no interior do molusco, dura de 30 a 45 dias (Dunn, 1983; Veronesi, 1985; 
Duménigo et al., 1999 e Urquhart et al., 2001).  
Os hospedeiros definitivos do parasito infectam-se ao ingerirem plantas aquáticas ou água 
contaminadas com metacercárias. Estas, ao atingirem o intestino delgado perdem a membrana 
quistica, que atravessam a parede do intestino, se deslocam pelo peritoneu e atravessam a cápsula 
de Glisson do fígado, migrando pelo parênquima hepático por cerca de seis semanas, até atingirem 
um ducto biliar, onde após cerca de quatro semanas atingem o estado adulto e começam a produzir 
ovos, iniciando assim, um novo ciclo (Dunn, 1983; Veronesi, 1985; Duménigo et al., 1999 e 
Urquhart et al., 2001).  




Figura 4: Ciclo de vida de Fasciola spp, adaptado de Fumouze Diagnostics (http://www.fumouze.com). 
  




Relativamente à taxonomia (Figura 5), de acordo com (Lotfy, et al., 2008; Keiser & Utzinger, 
2009 e NCBI Taxanomy Browser, 2010) o género Fasciola pertence: 
 













Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758); 
Fasciola gigantica (Cobbold, 1856); 
Fasciolopsis buski (Lankester, 1857);
Fasciola jacksoni (Cobbold, 1869); 
Fascioloides magna (Bassi, 1875); 
Protofasciola robusta (Lorenz, 1881)
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2.4. Transmissão e disseminação da fasciolose 
O ciclo de vida das duas espécies de Fasciola é semelhante e dura cerca de 14-23 semanas. É 
composto por quatro fases (Mas-Coma & Bargues, 1997 e Mas-Coma et al., 2003): 
Fase A: Os hospedeiros definitivos portadores de vermes adultos, eliminam ovos que atingem 
o ambiente através da bile e do intestino; o hospedeiro definitivo é infectado pela ingestão de 
metacercárias; em seres humanos, os vermes atingem maturidade sexual em 3-4 meses, e sua 
esperança média de vida é entre 9 e 13,5 anos. 
Fase B: A passagem entre mamíferos hospedeiros definitivos e moluscos hospedeiros 
intermediários inclui a longa fase de resistência do ovo e a curta fase activa de miracídio; ovos 
eliminados com as fezes de mamíferos continuarão o seu desenvolvimento em água doce com 
características físico-químicas apropriadas (principalmente à temperatura de 15-25°C). 
Fase C: O desenvolvimento no molusco inclui a penetração do miracídio que evolui para 
esporocisto, gerações de rédias, produção de cercárias e eliminação desta última na água; o período 
pré-patente (38-86 dias) é dependente da temperatura (temperaturas mais elevadas reduzem este 
período). 
Fase D: A passagem entre os hospedeiros intermediários e definitivos inclui a curta fase de 
natação das cercárias e a longa fase de resistência das metacercárias; o processo de eliminação 
ocorre entre 9 e 26°C, independentemente da luz; cercárias nadam por um curto tempo, até entrar 
em contacto com um suporte sólido, principalmente folhas de plantas aquáticas acima ou abaixo da 
linha de água, para se fixarem e enquistarem; metacercárias enquistadas tornam-se infectantes 
dentro de 24 h. 
O desenvolvimento de Fasciola é muito dependente de características ambientais durante as 
fases B, C e D e é marcadamente influenciada pelas actividades humanas durante a fase A (Mas-
Coma, 2004). 
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2.4.1. Desenvolvimento larvar  
A capacidade de expansão do género Fasciola está relacionada com a grande capacidade de 
colonização e adaptação das suas espécies a novos ambientes, até mesmo em elevadas altitudes 
onde as condições de adaptação são escassas. O desenvolvimento de F. hepatica em Galba 
(Lymnaea) truncatula no norte do Altiplano Boliviano, área endémica de altitude entre 3800-4100 
metros, foi comparado com o seu homólogo europeu. Nos locais de altitude elevada, surgem 
aspectos particulares que fazem com que a transmissão seja favorecida, nomeadamente maior 
período de produção e eliminação de cercárias. Ambos os aspectos estão relacionados com a maior 
capacidade de sobrevivência de moluscos da família Lymnaeidae infectados. Além disso, foi 
encontrada uma discrepância na distribuição de cercárias durante o período da sua eliminação. 
Enquanto que no modelo boliviano o maior número diário de cercárias é eliminado na primeira 
semana, no modelo europeu isto acontece mais tarde (Mas-Coma et al., 2005). 
Um aspecto a realçar é a sobrevivência de moluscos do género Lymnaea em estudos 
experimentais realizados com F. hepatica e L. truncatula do norte do Altiplano Bolíviano. A 
longevidade de moluscos bolivianos experimentalmente infectados após o momento de exposição 
aos miracídios foi maior do que nas espécies L. truncatula da Europa, e também maior do que nas 
Lymnaea spp americanas, como L. viatrix e L. bulimoides. A capacidade de Lymnaea spp do 
Altiplano Boliviano de sobreviver por mais de 4 meses após o final do período de eliminação de 
cercárias era surpreendente, enquanto que os moluscos europeus morriam, imediatamente durante 
ou pouco depois da eliminação das cercárias. Além disso, a ausência de diferenças de sobrevivência 
entre os moluscos parasitados e não parasitados sugere uma melhor adaptação parasita-hospedeiro 
na Bolívia (Mas-Coma et al., 2001). 
A capacidade da espécie F. hepatica de produzir maior número de formas larvares quando 
infecta espécies de Lymnaea de outros lugares, também pode estar relacionada com a sua rápida 
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capacidade de expansão geográfica. Isto foi detectado na Europa, quando L. truncatula de diferentes 
origens geográficas foi infectada experimentalmente com Fasciola spp (Gasnier et al., 2000). 
2.4.2. Hospedeiros definitivos normais 
A espécie F. hepatica é um parasita comum dos ruminantes, especialmente ovinos, caprinos, e 
bovinos. Hospedeiros alternativos são cavalos, burros, mulas e camelídeos. Mamíferos herbívoros 
selvagens, tais como búfalos, veados, carneiros selvagens, porco do mato, vários marsupiais, 
coelho, lebre, e nutria, também são hospedeiros susceptíveis, assim como várias espécies selvagens 
em África, incluindo macacos. A espécie F. gigantica é comum em ovinos, caprinos, bovinos e 
búfalos e também tem sido relatada em camelos, suínos, cavalos, burros, antílopes maiores, veados, 
girafas e zebras e, ocasionalmente em nutria, macacos e muitos outros animais selvagens africanos 
(Mas-Coma & Bargues 1997). 
Prevalências e cargas parasitárias nos principais reservatórios, não se correlacionam 
necessariamente com a infecção humana. As prevalências e cargas parasitárias podem ser 
relativamente elevadas nos principais reservatórios, quando os casos humanos são apenas 
esporádicas (situação nas áreas endémicas de animais), ou podem ser muito elevadas em seres 
humanos, mas relativamente baixas em animais (situação nas áreas hiperendémicas humanas). Um 
bom exemplo é o Altiplano Boliviano, onde as prevalências nos principais hospedeiros (ovinos, 
bovinos) e secundários (suínos, asininos) não são suficientemente altas para explicar as prevalências 
detectadas nos humanos: 49,1-87,0% (média de 61,6%) em ovinos; 0-66,6% (23,8%) em gado, 
27,1% em suínos, 15,4% em burros, e 0-72% (15,4%) em humanos (Buchon et al., 1997; Mas-
Coma et al., 1997, Grock et al., 1998; Esteban et al., 1999 e Mas-Coma et al., 1999c). Além disso, 
não há diferença significativa na infecciosidade entre isolados de diferentes espécies de hospedeiros 
(Valero & Mas-Coma 2000 e Valero et al., 2001a). 
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2.4.3. Adaptação a novos hospedeiros definitivos 
O tremátode F. hepatica foi bem sucedido na expansão da sua origem europeia, devido à 
exportação de gados europeus para colonizar os cinco continentes, onde se adaptou a outras 
espécies de mamíferos autóctones, como camelídeos em África, auquenidos na América do Sul e 
marsupiais na Austrália. A capacidade do parasita em se adaptar rapidamente a novas espécies de 
hospedeiros definitivos é ilustrada, pelos exemplos como rato preto, nutria e suínos (Mas-Coma et 
al., 2003). 
Na Córsega, existem habitats em que os seres humanos são contaminados, mas os hospedeiros 
definitivos normais (animais) não estão presentes. Nesses locais, Rattus rattus tem provado ser um 
reservatório, com prevalência muito alta de até 45,1% e cargas parastárias de 1-12 (média 3,04) 
adultos por ratos, em determinados focos. Os ratos pretos mostram um número médio de ovos 
eliminados por parasita por dia (850-2150) menor do que em ovinos (8800-25000) ou em bovinos 
(10000-12000), mas muito superiores aos eliminados por coelhos (19-69). Assim, R. rattus pode 
contribuir para o ciclo de vida do parasita e desempenhar um papel de reservatório da doença (Mas-
Coma et al., 2003). 
Um fenómeno semelhante foi detectado em nutria, Myocastor coypus, um roedor 
recentemente introduzido em França. As prevalências encontradas foram muito elevadas, 40,1%, 
em áreas de fasciolose, com 90% dos nutrias infectados eliminando ovos. A carga parasitária média 
foi de 5,7 parasitas por nutria, com 65% de parasitas adultos. O nutria isolado permitiu o 
desenvolvimento completo do parasita até uma posterior infecção em ovinos. Este roedor pode ser 
considerado um potencial reservatório silvestre. A sua dispersão em toda a França e nos países 
vizinhos, tem contribuído para a expansão do parasita (Menard et al., 2001). 
Tem sido relatado que o porco oferece uma resistência natural considerável à infecção pelo 
parasita Fasciola e inclusive, foi mesmo considerado um hospedeiro inadequado para as espécies de 
Fasciola. Embora o parasitismo natural por F. hepatica em suínos ocorra apenas ocasionalmente na 
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Europa, a fasciolose no porco é comum em outras áreas geográficas, como na África e América do 
Sul (Mas-Coma et al., 2003). Além disso, no Altiplano Boliviano, o desenvolvimento de vermes 
adultos da espécie F. hepatica no porco é semelhante ao de ovinos e bovinos (Valero et al., 2001a, 
2001b), e não há diferenças na infecciosidade das metacercárias (Valero & Mas-Coma, 2000). Tudo 
isto indica que os suínos devem ser tidos em conta na aplicação das medidas de controlo. 
Estudos recentes sobre isoenzimas, sequências de proteínas e sequências de ADN 
mitocondrial sugerem que as duas espécies de Fasciola são capazes de desenvolver capacidade para 
a selecção de espécies de hospedeiros definitivos (Miller et al., 1993; Panaccio & Trudgett, 1999 e 
Spithill et al., 1999a). Na Bielorrússia, por exemplo, Fasciola spp tem sido encontrada em sete 
espécies de animais selvagens: alce - Alces alces (5,6% prevalência), veado vermelho - Cervus 
elaphus (31,3%), corço(a) - Capreolus capreolus (6,3%), javali - Sus scrofa (7,1%), castor - Castor 
fiber (10,0%), lontra - Lutra lutra (4,0%) e lebre - Lepus europaeus (9,1%) (Figura 6) (Shimalov & 
Shimalov, 2000). A capacidade da espécie F. hepatica de se adaptar rapidamente a novas espécies 
de hospedeiros definitivos é ilustrada pelos exemplos do rato preto na ilha da Córsega (Valero et al., 
1998, 2002 e Mas-Coma et al., 2003), da nútria em França (Menard et al., 2001) e do porco nos 
países andinos (Mas-Coma et al., 1997; Valero et al., 2000 e Valero et al., 2001a,b). Em todos estes 
casos, os hospedeiros recém-adquiridos (Figura 6) têm agora um papel importante como 
hospedeiros na transmissão da fasciolose, contribuindo para a expansão da doença, e devem, por 
conseguinte, ser tidos em conta na aplicação de medidas de controlo (Mas-Coma et al., 2005). 




Figura 6: Novos hospedeiros definitivos de Fasciola spp. A - Alces alces (alce), B- Cervus 
elaphus (veado vermelho), C - Capreolus capreolus (corça), D- Sus scrofa (javali), E - Castor 
fiber (castor), F - Lutra lutra (lontra), G - Lepus europaeus (lebre), 
(http://www.google.pt/imagres?imgurl). 
2.5. Desenvolvimento da doença  
A fasciolose animal ocorre em duas fases, no parênquima hepático e nas vias biliares (Behm 
& Sangster, 1999 e Nithiuthai et al., 2004). Durante a fase no parênquima, a patologia é causada por 
danos nos tecidos durante a migração, e pode incluir danos graves no fígado e até mesmo resultar 
em morte. A fase biliar coincide com a presença do parasita nos ductos biliares, com sintomas 
decorrentes da acção de alimentação do parasita. Os sintomas podem também ocorrer como 
resultado da obstrução biliar e inflamação. Em humanos, poucos parasitas sobrevivem até à 
maturidade e a doença biliar é rara. No entanto, a fase biliar da doença é mais comum em ovinos, 
bovinos, coelhos, ratos e camundongos (Norbury, 2008). 
A gravidade da doença pode ser classificada como aguda ou crónica. A patologia da 
fasciolose aguda ocorre quando é ingerido grande número de metacercárias num curto espaço de 
tempo. Usualmente isto não acontece, excepto em ovinos e caprinos. A forma crónica da doença é 
A B C 
D E F 
G 
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mais comum em todos os hospedeiros, apesar de existir uma variação considerável entre os animais. 
Embora raramente fatal, é de considerável importância económica (Norbury, 2008). 
Em geral, o nível de infecção afecta a patologia, no entanto, a gravidade da doença depende 
também do estado nutricional dos hospedeiros. Há também uma considerável variação na 
susceptibilidade à infecção e na resposta imune contra o parasita, com certos hospedeiros que 
possuem resistência inata contra uma ou ambas as espécies de Fasciola (Mulcahy et al., 1999a).  
A fasciolose humana segue um curso semelhante à fasciolose animal. As duas fases da 
infecção humana são denominadas aguda e crónica e, estão associadas à migração e à presença do 
parasita adulto nos ductos biliares, respectivamente. O género Fasciola parece não ter-se adaptado 
completamente ao homem, visto que, muitos parasitas ao migrarem para o parênquima hepático, 
ficam retidos e não chegam às vias biliares (Mas-Coma et al., 1999b). 
Uma complicação muitas vezes fatal na fasciolose, conhecida como doença negra, é causada 
pela infecção secundária por Clostridium oedematiens ou C. novyi. As bactérias proliferam nas 
lesões necróticas e causam hepatite. Além disso, em algumas regiões, particularmente no Médio 
Oriente, Fasciola spp pode causar uma condição conhecida como halzoun, parasitas imaturos, 
ingeridos com fígado cru, fixam-se às membranas bucal ou faríngea, causando dor, irritação, 
rouquidão e tosse (Bogitsh et al., 2005). 
2.6. Hospedeiros intermediários  
2.6.1. Hospedeiros intermediários originais e alternativos 
O tremátode F. hepatica tem como hospedeiro intermadiério preferencial na Europa, o 
molusco Galba (Lymnaea) truncatula. Outras espécies de Lymnaeidae também podem ser 
encontradas a transmiti-lo em condições naturais tais como: Omphiscola glabra, Lymnaea 
(Stagnicola) palustris palustris, L. (S.) p. turricula e Catascopia occulta. Os principais moluscos 
hospedeiros intermediários da espécie F. hepatica em outros continentes são L. truncatula e 
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Pseudosuccinea columella em África; Fossaria humilis, F. bulimoides e F. cubensis na América do 
Norte; F. cubensis e P. columella na América Central; F. viatrix, L. diaphana, F. cubensis e L. 
truncatula na América do Sul; L. truncatula e Austropeplea ollula (= A. viridis) na Ásia; L. 
tomentosa na Austrália; L. tomentosa, P. columella e L. truncatula na Nova Zelândia e A. ollula no 
Hawaí, Papua Nova Guiné, Filipinas e Japão. Espécies de hospedeiros intermediários alternativas 
são P. columella no Norte e no Sul da América; P. columella e A. ollula na Austrália e L. 
gedrosiana no Irão (Bargues & Mas Coma, 1997 e Bargues et al., 1997, 2001, 2003). 
Para a espécie F. gigantica, os principais moluscos hospedeiros intermediários são Radix 
(Lymnaea) natalensis em África; L. auricularia no Médio Oriente, Extremo Oriente e nos estados 
do sul da Ex-URSS; F. cubensis na costa Norte do Golfo Americano; L. rufescens na Ásia e no 
subcontinente indiano; L. rubiginosa no Extremo Oriente e na Malásia; L. swinhoei no sudeste da 
Ásia e das Filipinas e A. ollula no Hawaí e Japão. Espécies hospedeiras alternativas são L. 
truncatula em África; L. caillaudi no Egipto; L. peregra no Próximo Oriente, Médio Oriente e nos 
estados do sul do Ex-URSS; L. gedrosiana no Irão; L. euphratica no Iraque; L. luteola no Nepal; L. 
bactriana, L. tenera e L. subdisjuncta no Turcomenistão; P. columella na America do Norte e A. 
ollula no Extremo Oriente (Bargues & Mas-Coma, 1997 e Bargues et al., 2001). 
As diferentes especificidades dos tremátodes F. hepatica e F. gigantica são 
epidemiologicamente muito importantes, devido às diferentes exigências dos aspectos ecológicos 
das respectivas espécies de hospedeiros intermediários Galba/ Fossaria e Radix. Os moluscos do 
género Lymnaea que transmitem F. hepatica são espécies que mostram marcadas tendências 
anfíbias e que normalmente habitam pequenas colecções de água, tais como as colecções de água 
temporárias dependendo da chuva sazonal. As espécies de Lymnaea responsáveis pela transmissão 
de F. gigantica preferem grandes e profundos colecções de água, rica em vegetação aquática, 
tipicamente de água permanente. Assim, os focos de transmissão das duas espécies de Fasciola 
geralmente são diferentes e aparecem separados, mesmo na mesma localidade endémica, e a 
fasciolose por F. hepatica está mais relacionada com a sazonalidade do que a fasciolose por F. 
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gigantica. No entanto, as excepções são encontradas em áreas hiperendémicas humanas, tais como 
as que estão em altitudes muito elevadas, onde L. truncatula está associada a colecções de água 
permanentes, devido às altas taxas de evapotranspiração (evaporação e transpiração) (Mas-Coma et 
al., 1999c). 
2.6.2. Difusão e adaptação de Fasciola spp/Lymnaea spp 
A expansão do tremátode F. hepatica da Europa (sua área de origem) para os outros 
continentes, está também relacionada com: (i) expansão geográfica do seu hospedeiro intermediário 
Galba (Lymnaea) truncatula originária da Europa, (ii) a expansão da espécie americana 
Pseudosuccinea columella, e (iii) a sua adaptação a outras espécies de Lymnaea autóctones de áreas 
recém-colonizadas. A menor distribuição geográfica da espécie F. gigantica parece estar 
relacionada à fraca capacidade de difusão de seus moluscos hospedeiros intermediários, Radix 
(Lymnaea) natalensis africano e Radix (Lymnaea) auricularia da Eurásia (Mas-Coma et al., 2005). 
A espécie de molusco europeia G. truncatula provavelmente expandiu-se para os outros 
continentes, juntamente com a exportação comercial de animais (inseridos na lama nas patas de 
ovinos e bovinos). A capacidade de expansão de G. truncatula também está relacionada com a sua 
capacidade de alargar o seu nicho ecológico, como observado na ilha da Córsega no Mediterrâneo 
(Gil-Benito et al., 1991). Esta grande ilha é muito montanhosa e as suas condições climáticas 
(chuvas e temperatura) tornam difícil compreender porque é que a fasciolose é endémica em toda a 
ilha. Efectivamente, alguns estudos malacológicos mostraram que G. truncatula encontra-se 
distribuída por toda a periferia insular (zonas costeiras), bem como nas regiões do interior da ilha, a 
uma altitude de até 1.500 m. Os seus habitats em Córsega podem ser classificados em dois tipos 
diferentes: habitat reservatório (presença permanente e renovação de água) e habitats de invasão 
(com presença sazonal de água). De um ponto de vista ecológico, os diferentes biótopos podem ser 
distinguidos como: de grandes a pequenos rios, de naturais (rios, colecções de água, zonas de 
inundação, planícies de pastagem), a habitats artificiais (reservatórios de água de grandes 
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dimensões, canais de irrigação, mananciais, bebedouros para animais de diferentes tipos, valas de 
estrada) (Oviedo et al. 1996). A ocupação de diversos habitats atípicos pode ser considerada como o 
alargamento do nicho ecológico, que por sua vez está relacionado com a ampla distribuição da 
doença na ilha (Mas-Coma et al., 2005). 
Outra espécie de Lymnaea relacionada com a expansão da fasciolose é P. columella. Esta 
espécie é uma óptima colonizadora aquática, tolerante ao calor e que se pensa ser originária da 
América Central, do Caribe e da parte sul da América do Norte. Hoje está presente na América do 
Sul, Europa, África, Austrália, Nova Zelândia e mesmo no Tahiti. No Brasil por exemplo, P. 
columella parece ser a única espécie de Lymnaea presente em muitas áreas de fasciolose. 
Curiosamente, uma linhagem de P. columella resistente à infecção por Fasciola spp foi detectada 
recentemente em Cuba, onde a fasciolose é transmitida por F. cubensis e P. columella (Gutierrez et 
al., 2003a,b e Fernandez et al., 2004). Esta descoberta abre oportunidades de pesquisa para procurar 
os genes responsáveis pela resistência e futura aplicação em estratégias de controlo (Mas-Coma et 
al., 2005). 
O tremátode F. hepatica utilizou diferentes espécies de moluscos da família Lymnaeidae 
como hospedeiros intermediários para expandir-se pelas Américas, Ásia, Hawaí, Papua Nova 
Guiné, Filipinas, Japão, Austrália e Nova Zelândia (Mas-Coma & Bargues, 1997 e Bargues et al., 
2001). Relatos de outros limneídeos (L. palustris, L. turricula, Omphiscola glabra, Catascopia 
occulta, Radix ovata) e planorbídeos (Planorbis leucostoma), espécies hospedeiros intremediários 
naturais alternativos ou facultativos para a transmissão de F. hepatica na Europa são extremamente 
raros, como tal, só existe uma oportunidade quando a infecção dos limneídeos ocorre durante os 
primeiros dias de vida do molusco (Dreyfuss et al., 1994; Bargues et al., 2001 e Dreyfuss et al., 
2002). No laboratório, as espécies O. glabra, L. palustris e L. fuscus e mesmo L. stagnalis, R. 
peregra e Myxas glutinosa podem ser infectadas se o miracídio penetrar em moluscos muito jovens, 
apesar do índice de mortalidade ser elevado (Oviedo et al., 1996 e Dreyfuss et al. 2000, 2002). No 
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Egipto, a descoberta do planorbídeo Biomphalaria alexandrina infectado naturalmente por F. 
gigantica exige confirmação (Farag & El Sayad, 1995). 
2.6.3. Classificação e genotipagem de Lymnaea spp 
Os conhecimentos actuais sobre a genética de Lymnaeidae e interrelacções entre Lymnaea 
spp/Fasciola spp estão longe de terminar, principalmente por: (i) esta família de moluscos estar 
sujeita a uma sistemática e taxonomia confusa; (ii) numerosos Lymnaeidae mostrarem uma 
uniformidade morfológica e anatómica inter-específica, que muitas vezes cria sérias dificuldades na 
classificação de exemplares ao nível da espécie; (iii) a variação intra-específica da forma da concha 
ser particularmente bem marcada nos Lymnaeidae (Bargues et al., 2001). Há ainda, necessidade de 
outras ferramentas moleculares que permitam a distinção de espécies e caracterização da população 
(Mas-Coma et al., 2005). 
A electroforese de isoenzimas, ADN microssatélites e RAPD (Random Amplification of 
Polymorphic DNA) podem ser úteis a nível da população, mas os marcadores de uma sequência 
específica de ADN provaram ser o melhor método. A subunidade ribossomal grande (16S) do ADN 
mitocondrial torna possível distinguir entre as várias espécies Lymnaea e analisar suas relações 
filogenéticas, mas não tem sido utilizada para clarificar a sistemática e taxonomia dos Lymnaeidae 
(Mas-Coma et al., 2005). 
O gene 18S do ARN ribossomal nuclear poderia ser usado para diferenciar entre as espécies 
pertencentes a diferentes géneros e subgéneros, e às vezes entre as espécies de mesmo género. No 
entanto, não é útil quando se faz comparações entre populações da mesma espécie (Bargues & Mas-
Coma, 1997 e Bargues et al., 1997). 
A maioria das informações valiosas usadas para esclarecer aspectos sistemáticos e 
taxonómicos e caracterização genética de populações de Lymnaeidae, têm sido obtidas do estudo 
das sequências de ITS rDNA nuclear. ITS-2 tem sido o marcador molecular mais frequentemente 
utilizado e parece ser uma ferramenta útil para resolver relações intra-específicas e específicas nas 
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populações de Lymnaeidae e também parece ser um excelente marcador para fins de sistemática e 
taxonomia (Bargues et al., 2001; Mas-Coma et al., 2001 e Bargues et al., 2003). O ITS-1 rADN 
tem sido utilizado em menor escala e pode oferecer mais informações a nível da população do que o 
ITS-2 (Bargues et al., 2005). 
Muito recentemente, mutações de nucleotídos em ITS-2 e ITS-1, têm-se mostrado úteis para 
distinguir populações da espécie P. columella susceptíveis e resistentes à infecção por miracídios de 
F. hepatica em Cuba (Gutierrez et al., 2003b).  
2.7. Ecologia e Epidemiologia  
A ecologia do parasita Fasciola está estreitamente ligada à dos moluscos Lymnaeidae que lhe 
servem de hospedeiros intermediários. As características geográficas e os factores climáticos 
determinam o ritmo da reprodução dos moluscos do género Lymnaea e, por conseguinte, a dinâmica 
populacional. Os moluscos do género Lymnaea e as formas imaturas de Fasciola spp podem ser 
encontrados em pastagens nas mais diversas partes do mundo, desde aquelas situadas ao nível do 
mar até as situadas em vales andinos a mais de 3700 m de altitude (Acha & Szyfres, 1986).  
Do ponto de vista ecológico, os habitats dos moluscos do género Lymnaea podem dividir-se 
em dois grandes grupos: os denominados de focos primários (reservatórios) e aqueles denominados 
de áreas de disseminação. Os focos primários são locais permanentemente húmidos, como pequenos 
cursos de água, lagos, canais, áreas de campos alagados, onde os moluscos se reproduzem de modo 
constante. Nestes locais, a população de moluscos mantém-se uniforme, com uma densidade 
populaciomal baixa (Acha & Szyfres, 1986).  
As áreas de disseminação são aquelas onde se alternam inundações e secas, e são de especial 
interesse epidemiológico. São ambientes de disseminação dos focos primários originais, e contêm 
grandes concentrações de Lymnaea spp (Acha & Szyfres, 1986).  
Os moluscos Lymnaeidae podem ter origem directamente dos focos primários, levados pelas 
águas de enchentes, ou da reactivação dos moluscos que ficaram em latência durante os períodos de 
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seca. As chuvas (ou a irrigação), depois de um período seco, criam condições favoráveis nestes 
campos para a reprodução dos mesmos (Acha & Szyfres, 1986).  
Os habitats temporários ou de extensão são as pastagens alagadas, as quais constituem áreas 
enzoóticas onde ocorrem surtos graves de fasciolose animal. Os surtos de fasciolose aguda são raros 
no inverno em climas temperados, mas podem também ocorrer depois das chuvas de fins de verão e 
Outono quando sucedem a um período seco (Acha & Szyfres, 1986).  
Pelo efeito da humidade e da temperatura, um grande número de cercárias abandona os 
moluscos e vai-se enquistar sobre a superfície dos vegetais que compõe as pastagens. Nestas 
condições, os animais herbívoros podem-se infectar com um grande número de metacercárias e, em 
aproximadamente seis a oito semanas, sofrer a forma aguda da parasitose. A fasciolose crónica 
ocorre mais tarde, a partir de fins do Outono. Em anos chuvosos, pode haver metacercárias em 
grandes extensões das pastagens (Acha & Szyfres, 1986). 
A ecologia do molusco também não é sempre uniforme. Foi estudada a dinâmica populacional 
do molusco L. columella por um período de seis anos, em pastagens de fazendas de exploração 
leiteira infectadas por F. hepatica. A pesquisa foi desenvolvida nos municípios de Piquete e 
Redenção da Serra, São Paulo, Brasil. Os resultados obtidos foram diferentes em cada fazenda, 
revelando que a dinâmica da população de moluscos está estreitamente relacionada com factores 
ecológicos e climáticos. No município de Piquete, o aumento da variação da densidade 
populacional flutuou em relação inversa à temperatura e à pluviosidade, encontrando-se maior 
número de moluscos no período seco do ano (Maio - Outubro). No município de Redenção da 
Serra, a grande quantidade de matéria orgânica observada no biótopo foi responsável pela captura 
do maior número de moluscos no período de altas temperaturas e alta densidade pluviométrica 
(Janeiro - Março) (El-Kouba, 2005). 
O hospedeiro definitivo mais importante deste helminta é o ovino. Segundo estimativas 
(Boray, 1969), um ovino que sofre de uma infecção sub-clinica leve pode contaminar diariamente o 
campo com mais de meio milhão de ovos e, em casos de infecção moderada, com 2,5 a três milhões 
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de ovos por dia. O bovino segue, em importância, ao ovino, mas a produção de ovos pelo parasita 
Fasciola declina com rapidez. Muitas outras espécies de herbívoros domésticos e silvestres, entre 
eles, os lagomorfos, podem servir como hospedeiros definitivos. De acordo com estudos realizados 
na Austrália, alguns destes animais limitam-se a representarem o papel de hospedeiros temporários 
e, por esta razão, não mantêm o ciclo por muito tempo; tal seria o caso dos coelhos silvestres, que 
contaminam as pastagens de modo insignificante (Boray, 1969, citado por El-Kouba, 2005). 
O Homem infecta-se sobretudo, pela ingestão de saladas de agrião (Nasturtium officinale) que 
contêm metacercárias aderidas à superfície da planta. Em certas ocasiões, podem servir como fonte 
de infecção humana a alface e outros vegetais contaminados quando consumidos crus, a água de 
canais de irrigação e de outros receptáculos onde existam metacercárias (El-Kouba, 2005). 
Foram estabelecidos três tipos de situações nas áreas endémicas de fasciolose humana (Mas-
Coma et al., 1999a): 
1) Área hipoendémica, com uma prevalência inferior a 1%, carga parasitária média inferior a 
50 ovos por grama de fezes (epg); 
2) Área mesoendémica, com uma prevalência de 1-10%, carga parasitária média de 50-300 
epg; 
3) Área hiperendémica, com uma prevalência superior a 10%, carga parasitária média 
geralmente superior a 300 epg. 
A classificação epidemiológica inclui também situações de (i) casos importados (casos 
humanos diagnosticados em zonas livres de fasciolose, que foram infectados numa zona de 
transmissão de fasciolose) e (ii) casos autóctones, isolados, não constantes (casos humanos 
esporádicos em uma área endémica de fasciolose animal), bem como situações epidémicas, com 
(iii) epidemias nas áreas endémicas de fasciolose animal (surtos que aparecem nas zonas onde 
relatos humanos anteriores sempre foram esporádicos) e (iv) epidemias em áreas hipo, meso e 
hiperendémicas para humanos (maior número de indivíduos podem estar envolvidos, geralmente 
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relacionadas com as condições climáticas anteriores, favorecendo a transmissão) (Mas-Coma, 
2004). 
O Norte do Altiplano Boliviano mostra as maiores prevalências e cargas parasitárias 
conhecidas: prevalências em algumas comunidades de até 72% e 100% em inquéritos coprológicos 
e serológicos, respectivamente (Hillyer et al., 1992; Mas-Coma et al., 1995; Esteban et al., 1997a, 
1997b, O’Neill et al., 1998; Esteban et al., 1999 e Mas-Coma et al., 1999c), e cargas parasitárias 
superiores a 5000 epg em crianças (Esteban et al., 1997a, 1997b e 1999). Apesar da fasciolose ser 
mais prevalente e manifestar-se de forma mais intensa em crianças (com um pico na faixa etária dos 
9-11 anos), indivíduos adultos também são infectados com prevalências superiores a 40% e carga 
parasitária média de até 752 epg (Esteban et al., 1997a, 1997b e 1999). Alguns indivíduos adultos, 
mantêm os parasitas adquiridos quando jovens ou podem ser infectados por causa do risco elevado 
de infecção (Esteban et al., 1999). Apesar de ser a um nível inferior, situações semelhantes de 
prevalência e carga parasitária foram encontradas em outros países andinos (Peru) e africano 
(Egipto) (Esteban et al., 2002 e 2003). 
O efeito de género na fasciolose é notável. Prevalências e/ou cargas parasitárias em áreas 
hiperendémicas para humanos parecem ser significativamente maiores no sexo feminino. Nos 
países andinos, as mulheres eliminam significativamente mais ovos do que os homens (Esteban et 
al., 1999 e 2002), e no Egipto, a prevalência parece ser significativamente maior nas mulheres do 
que nos homens (Esteban et al., 2003). Em países andinos, porém, as prevalências não diferem entre 
os sexos (Esteban et al., 1999 e 2002). 
Várias áreas hipo e hiperendémicas para humanos nas Américas, Europa, África e Ásia, 
apresentam um espectro muito amplo de características epidemiológicas relacionadas com a grande 
diversidade de ambientes (Mas-Coma et al., 2003). Nas áreas endémicas para a fasciolose humana, 
a distribuição do parasita Fasciola spp parece irregular e, a prevalência da parasitose parece estar 
relacionada com a distância às colecções de água que possuem os moluscos Lymnaeidae (Mas-
Coma et al., 1999c). 
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Uma análise global da distribuição geográfica de casos humanos mostra que a correlação 
esperada entre a fasciolose animal e humana só aparece a um nível básico. As mais altas taxas de 
prevalências em humanos não estão necessariamente relacionados com as áreas onde a fasciolose é 
um grande problema veterinário. Segundo Esteban et al., (1998), os principais problemas de saúde 
são conhecidos nos países andinos (Bolívia, Peru, Chile e Equador), no Caribe (Cuba), norte de 
África (Egipto), Médio Oriente (Irão e países vizinhos) e na Europa Ocidental (Portugal, França e 
Espanha). 
2.8. As espécies de Fasciola e suas distribuições  
As duas principais espécies, F. hepatica (Linnaeus, 1758) e F. gigantica (Cobbold, 1856) são 
os agentes etiológicos da fasciolose em ruminantes e em seres humanos no mundo inteiro (Walker 
et al., 2008). São dependentes de um conjunto consistente de condições ambientais adequadas para 
sobreviver. Estas espécies exigem humidade e condições aceitáveis de temperatura, tanto para os 
hospedeiros intermediários como para seu próprio crescimento e desenvolvimento (Norbury, 2008).  
A espécie F. hepatica tem um leque mais amplo de distribuição e é considerada cosmopolita 
(Europa, Américas, Ásia, Austrália, Nova Zelândia e alguns países do norte africano, bem como 
regiões montanhosas e zonas mais frias do Paquistão, Quénia e África do Sul) enquanto a espécie F. 
gigantica está largamente confinada às zonas temperadas e aos trópicos (Europa do Sul, sul e 
sudeste da Ásia e difundida em quase toda a África, com excepção de algumas zonas áridas), mas as 
suas distribuições geográficas sobrepõem-se, em muitos países africanos e asiáticos e, por vezes, no 
mesmo país, embora em tais casos, a exigência ecológica dos parasitas e dos seus moluscos 
hospedeiros intermediários sejam distintas (Figura 7) (Pantelouris, 1965; Malek, 1980; Souslby, 
1982; Mas-Coma et al., 2005 e Norbury, 2008).  
Como já se referiu, a espécie F. hepatica normalmente ocorre em todo o mundo em regiões 
temperadas, já a espécie F. gigantica provoca surtos em áreas tropicais do sul da Ásia, Sudeste da 
Ásia e África. A infecção é mais prevalente nas regiões com ovinos e produção intensiva de gado 
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(WHO, 2007). No Egipto, tanto F. gigantica como F. hepatica co-existem em animais domésticos 
(Lotfy & Hillyer, 2003; Dar et al., 2005; WHO, 2007 e Periago et al., 2008). A primeira tem estado 
presente desde os tempos dos faraós, enquanto a última foi importada da Europa no início da década 
de noventa do século passado. 
Embora ambas as espécies sejam endémicas em muitos países, F. hepatica frequentemente 
predomina em altitudes mais elevadas, devido à sua menor exigência relativamente à temperatura 
(Norbury, 2008). 
Apesar da importância de se diferenciar entre a infecção por uma ou outra espécie de 
Fasciola, devido às suas distintas características epidemiológicas, patológicas e de controlo, não há, 
infelizmente, nenhum teste coprológico directo nem imunológico indirecto disponíveis para o 
diagnóstico (Periago et al., 2008). A diferenciação específica só pode ser feita por estudo 
morfológico dos vermes adultos ou através de testes moleculares (Periago et al., 2008).  
Acredita-se que o parasita F. hepatica tenha origem europeia, com G. truncatula como a 
espécie hospedeiro intermediário original. A fasciolose tem um grande poder expansivo devido à 
grande capacidade de colonização dos seus agentes etiológicos e das espécies hospedeiros 
intermediários (Mas-Coma et al., 2003). Assim, a espécie F. hepatica foi capaz de expandir-se e 
hoje está presente na Europa, África, Ásia, Américas e Oceania. Por outro lado, a espécie F. 
gigantica parece não ter tal poder de colonização e a sua distribuição geográfica mostra ser contínua 
abrangendo África e Ásia e, em menor extensão, o sul da Europa, Turquia, Médio Oriente e, alguns 
estados do sul da antiga União Soviética, nomeadamente a Arménia (Mas-Coma & Bargues, 1997). 
Na América do Norte, embora esporadicamente mencionada há muito tempo atrás, não tem sido 
citada nas últimas décadas (Price, 1953). 
Na África Oriental, a espécie F. gigantica é geralmente o agente etiológico da fasciolose, mas 
tem havido relatos da espécie F. hepatica em bovinos de regiões montanhosas do Quénia, Etiópia, 
Uganda e Zaire. A topografia das regiões montanhosas do sul da Tanzânia, oferece um ambiente 
onde existem as condições climáticas capazes de permitir a existência das espécies F. hepatica e F. 
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gigantica. Teoricamente, isso permitiria a interacção entre as espécies de Fasciola e a possível 
criação de híbridos (Walker et al., 2008).  
No trabalho realizado por Walker et al., (2008) no sul da Tanzânia, os autores confirmaram a 
existência do molusco L. truncatula (Muller, 1774) no Planalto Kitulo das regiões montanhosas do 
Sul da Tanzânia, onde a altitude é elevada, juntamente com os dados morfométricos e moleculares 
confirmando a presença da espécie F. hepatica na área correspondente. Em altitudes inferiores, 
onde as condições climáticas foram desfavoráveis para a existência de L. truncatula, a presença da 
espécie L. natalensis (Krauss, 1848) foi confirmada por dados moleculares, juntamente com o 
parasita F. gigantica. Uma análise baseada na sequência 618 bp do gene 28S rARN, não revelou a 
presença de híbridos de Fasciola. 
Actualmente, a fasciolose apresenta a mais ampla distribuição em termos de latitude, 
longitude e altitude, conhecida entre as doenças parasitárias transmitidas por hospedeiros 
intermediários, principalmente devido a espécie F. hepatica (Mas-Coma et al., 2003). 
 
Figura 7: Distribuição mundial das espécies de Fasciola (adaptado de Torgerson & 
Claxton, 1999). 
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2.9. Interacção parasita-hospedeiro 
As espécies de Fasciola são capazes de sobreviver por longos períodos dentro do hospedeiro, 
estando relativamente protegidos do sistema imunológico do hospedeiro, enquanto estiverem nos 
ductos biliares. No entanto, durante a migração dos parasitas imaturos, estes deparam-se com várias 
respostas do sistema imune do hospedeiro e utilizam uma variedade de moléculas para ajudar a 
ultrapassar barreiras defensivas, evitando e modulando o sistema imune do hospedeiro (Norbury, 
2008). 
A infecção parasitária é frequentemente acompanhada por uma baixa regulação da imunidade 
mediada por células (Cervi et al., 1996; Allan & MacDonald, 1998 e Dzik, 2006), e está bem 
documentada que as infecções por helmintas e Fasciola spp em particular, causam supressão da 
resposta Th1 e induzem uma resposta imune Th2, a qual activa as células B, levando à produção de 
anticorpos (Scott et al., 1989; Spithill et al., 1997; O’Neill et al., 2000; Cervi et al., 2004; Kamal & 
El Sayed, 2006 e Jayraw et al., 2009).  
Apesar das espécies de Fasciola possuírem uma grande variedade de mecanismos de evasão 
imune e técnicas de modulação, existem diferenças entre as duas espécies em relação à sua eficácia 
em diferentes hospedeiros, como demonstrado pela diferente susceptibilidade observada em certos 
hospedeiros. A relativa resistência dos ovinos da Indonésia contra a espécie F. gigantica em relação 
à espécie F. hepatica é um exemplo (Roberts et al., 1996 e Piedrafita et al., 2007). 
A resposta humoral nas infecções pelo parasita F. gigantica, de um modo geral, inicia-se com 
produção do anticorpo IgM, a partir do 10º dia após a infecção e mostra um pico na 12ª, com um 
decréscimo por volta da 13ª semana após a infecção. A partir da 15ª semana o nível de IgM vai 
diminuindo até não ser mais possível a sua detecção. A produção do anticorpo IgG inicia-se mais 
tarde, a partir da segunda semana após a infecção, com tedência para aumentar, atingindo o pico na 
13ª semana após a infecção e, a partir da 14ª semana, o nível do anticorpo diminui e mantem-se 
durante a infecção (Jayraw et al., 2009).  
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2.10.  Patologia  
A patogenia causada pelo tremátode F. gigantica tem sido considerada semelhante à da 
espécie F. hepatica visto terem ciclos de vida semelhantes nos hospedeiros definitivos. Além disso, 
a migração de vermes imaturos das duas espécies causam danos semelhantes no parênquima 
hepático e os vermes adultos no ducto biliar. No entanto, as informações sobre a patogenia de F. 
gigantica são relativamente limitadas para apoiar ou refutar esta hipótese. Tem sido considerado, a 
existência de diferentes repercussões do parasitismo pelas duas espécies de Fasciola, uma vez que 
F. gigantica, tem capacidade para causar mais danos, como consequência da sua maior dimensão e 
maior migração no fígado, relativamente à F. hepatica (Molina, 2005).  
A fasciolose é uma doença de alta patogenicidade. Nos humanos, a patogenia depende do 
número de parasitas e parece ser semelhante à descrita em animais (Chen & Mott, 1990; Mas-Coma 
& Bargues, 1997 e Mas-Coma et al., 1999a, 2000). 
A gravidade desta parasitose está condicionada pelo número de metacercárias ingeridas, pela 
idade do hospedeiro, pela espécie e estado geral do hospedeiro afectado. Por exemplo, nos ovinos 
infectados com 200 metacercárias, a doença evolui com sintomas clínicos acentuados, enquanto que 
em animais infectados com 2000 metacercárias, a morte ocorre em 4 a 8 semanas (Vignau et al., 
2005). 
Os bovinos são menos susceptíveis do que os ovinos, assim 1000-5000 metacercárias 
produzem fasciolose aguda em bezerros de 6-8 meses, mas em adultos não. Tanto os bovinos como 
os ovinos resistem menos à infecção se estiverem mal alimentados ou afectados por outras 
parasitoses (Vignau et al., 2005). 
Apesar de existir uma diminuição da prevalência em crianças e indivíduos jovens em relação 
aos adultos, os resultados demonstram que, em zonas endémicas os indivíduos adultos mantêm os 
parasitas que adquiriram quando jovens ou são re-infectados, como consequência de habitarem em 
zonas de alto risco de infecção (Esteban et al., 1999). Deve-se considerar que a longevidade do 
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parasita adulto no Homem é entre 9 e 13,5 anos (Chatterjee, 1975 e Dan et al., 1981). Esta situação 
sugere que nessas áreas, a maioria dos indivíduos adultos deve estar na fase crónica e, lesões agudas 
por infecções repetitivas estarão sobrepostas à doença crónica com relativa frequência. Assim, a 
fase aguda pode ser prolongada e sobreposta com as fases latente e obstrutiva (Mas-Coma et al., 
2005). 
Têm sido utilizados ratinhos para a investigação patológica no período crónico avançado da 
fasciolose (Valero et al., 2000 e 2003). Assim, em ratos Wistar (ratos brancos) experimentalmente 
infectados com F. hepatica, a presença de cálculos biliares aumenta com o tempo de infecção, e a 
indução litogênica por este parasita torna-se evidente em situações de estado avançado de 
cronicidade até 100 dias após a infecção (p.i.). O risco relativo de cálculo biliar aumenta quando o 
número de vermes por animal aumenta. A presença de cálculo biliar está fortemente associada com 
o número de parasitas localizados nos ductos biliares e com alta densidade de níveis de 
lipoproteínas e triglicerídos no soro. O risco de cálculos biliares parece depender principalmente de 
factores que favorecem a obstrução dos ductos biliares (colangite, desenvolvimento do parasita em 
função do tempo e intensidade de infecção). Situações de casos não diagnosticados, como em 
indivíduos apresentando sintomas indistinguíveis ou aqueles que mantêm a infecção por um longo 
período de tempo devido a ausência de tratamento ou re-infecções repetitivas, geralmente em áreas 
endémicas humanas de países em desenvolvimento, implica um maior risco de litíase. O alto risco 
de cálculos biliares pode ser esperado em indivíduos que habitam áreas hiperendémicas, onde a 
eliminação de grandes quantidades de ovos nas fezes detectada em seres humanos sugere que a 
carga parasitária de Fasciola spp também pode ser muito alta (Valero et al., 2003). 
A capacidade das espécies de Fasciola para co-infectar com outros agentes patogénicos é bem 
conhecida. As respostas imunológicas aos antigénios do agente patogénico são marcadamente 
suprimidas e as infecções concomitantes são exacerbadas após a fasciolose (Brady et al., 1999). 
Curiosamente, o espectro parasitológico de espécies de protozoários e helmintas encontrado na 
população das áreas endémicas de fasciolose humana, o poliparasitismo, e as associações entre a 
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fasciolose e outras parasitoses, parecem ser semelhantes em diferentes zonas endémicas humanas 
(Esteban et al., 1997a, b, 1999, 2002 e 2003). Estas associações sinérgeticas da fasciolose com 
outros agentes patogénicos parecem estar na base da alta taxa de morbilidade e mortalidade de 
crianças que habitam no Norte do Altiplano Boliviano (Mas-Coma et al., 1995). 
2.11. Diagnóstico  
Várias técnicas têm sido utilizadas para o diagnóstico desta importante parasitose, entre elas 
destacam-se os métodos directos e indirectos. A técnica directa, mais simples, é a observação do 
parasito adulto nos ductos biliares dos animais mediante necrópsia e inspecção pós morte. Nas 
demais técnicas directas, o objectivo é colocar em evidência o ovo do parasita (exame 
coproparasitológico). No início do século XX foram desenvolvidas técnicas baseadas no princípio 
de sedimentação fecal de Hoffmann et al., (1934). Todavia, estas técnicas têm baixa sensibilidade e 
só são capazes de pôr em evidência a parasitose apenas após o parasita ter completado o seu ciclo. 
Nos anos 80 do século passado, Girão e Ueno (1985) padronizaram a técnica de tamização para a 
pesquisa de ovos. Contudo, apesar de melhorar a sensibilidade, a técnica só é capaz de detectar ovos 
após o parasita ter migrado pelo parênquima hepático (Queiroz, 2005).  
Vários métodos de detecção serológica, incluindo ELISA e Western Blot têm sido 
desenvolvidos em busca de um método confiável, eficaz e de baixo custo para o diagnóstico. O 
diagnóstico de rotina para os seres humanos baseia-se na detecção de ovos nas fezes ou na aplicação 
de testes serológicos (Rim et al., 1994). 
As técnicas indirectas foram desenvolvidas a partir dos anos noventa (séc. XX), através da 
pesquisa de anticorpos produzidos contra qualquer fase do parasita Fasciola, ou pesquisa de 
antigénios parasitários. As técnicas de pesquisa de anticorpos mais utilizadas até ao presente são a 
imunofluorescência indirecta, imunoeletrotransferência (EITB), radioimunoensaio e a técnica de 
diagnóstico imunoenzimático Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) que se caracterizam 
por alta sensibilidade, especificidade, rapidez e economia. Na maioria das aplicações, a técnica de 
António Pinto Almeida, 2010                                                                                             Revisão de Literatura 
45 
 
ELISA é comparável e até superior às técnicas de diagnóstico anteriormente citadas (Queiroz, 
2005). Uma das grandes vantagens que apresenta é a possibilidade de estudar grandes populações 
em um curto prazo, sem precisar de instalações caras (Zubieta, 2003). 
Técnicas parasitológicas directas, técnicas imunológicas indirectas e outras técnicas de 
diagnóstico não invasivas, são actualmente utilizadas no diagnóstico da fasciolose humana. Novos 
dados biológicos enfatizam a importância da análise coprológica quantitativa em inquéritos 
epidemiológicos, bem como no acompanhamento pós tratamento (e pós-vacinação, futuramente). 
Além da pesquisa de ovos nas análises coprológicas, vermes adultos e ovos podem também ser 
encontrados em outros órgãos locais por meio de outras técnicas invasivas como: a obtenção de 
fluido duodenal, gástrico e secreção biliar; cirurgia (laparotomia, colecistectomia e 
esfincterotomia); exame histológico do fígado e/ou materiais de biópsia de outros órgãos. Técnicas 
serológicas, como a intradermorreação e testes de detecção de antigénios nas fezes foram 
desenvolvidos e utilizados (Esteban et al., 1998 e Hillyer, 1999). 
Técnicas imunológicas fornecem vantagens de ser aplicáveis em todas as fases da doença, 
mas especialmente durante a fase aguda ou invasiva, e em outras situações em que as técnicas 
coprológicas são inadequadas. Por outro lado, as técnicas imunológicas apresentam outros 
problemas relacionados com a baixa especificidade. Vários testes serológicos têm sido utilizados 
para o diagnóstico da fasciolose humana. Quase todas estas técnicas dizem respeito à detecção de 
anticorpos circulantes e poucas são concebidas para detectar antigénios circulantes e imuno-
complexos. Recentemente, diversas técnicas serológicas mostraram-se úteis para o 
acompanhamento da evolução pós-tratamento. Técnicas de diagnóstico não invasivas, que podem 
ser usadas para o diagnóstico da fasciolose humana são, a radiologia, radioisótopo de digitalização, 
ultrassonografia, tomografia computadorizada e ressonância magnética (Esteban et al., 1998 e 
Hillyer, 1999). 
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2.11.1. Diagnóstico diferencial entre as duas espécies de Fasciola 
O diagnóstico diferencial entre as espécies F. hepatica e F. gigantica nos humanos não pode 
ser alcançado através de exames clínicos, patológicos, coproparasitológicos ou imunológicos. Este é 
um problema nas áreas de sobreposição das duas espécies, por isso, o diagnóstico diferencial é 
muito importante devido às diferentes características patológicas, de transmissão e epidemiológicas 
das duas espécies de Fasciola. Para distinguir entre F. hepatica e F. gigantica, uma simples e rápida 
PCR- restriction fragment lengh polymorphism (RFLP), utilizando enzimas de restrição comuns 
Ava II e Dra II, foi recentemente descrita. É baseada numa sequência de 618-bp do rRNA 28S, que 
fornece resultados claros e pode ser útil para o diagnóstico individual e levantamentos 
epidemiológicos em regiões endémicas para humanos e animais (Marcilla et al., 2002). Uma técnica 
semelhante de PCR-RFLP utilizando endonucleases de restrição Hsp92 II e Rca I foi recentemente 
aplicada para diferenciar espécies de Fasciola na China (Huang et al., 2004). 
2.11.2. Testes serológicos – aumento da sensibilidade e especificidade  
Muitos esforços têm sido centrados na obtenção de antigénios de E/S (excreção/secreção) 
purificados e/ou moléculas recombinantes para melhorar os testes serológicos, pois o diagnóstico 
parasitológico tem algumas desvantagens, tais como: falsos negativos quando utilizado na fase 
aguda da doença, visto que, o exame parasitológico de fezes só é positivo após 3-4 meses, dinâmica 
de produção de ovos intermitente, eliminação de ovos em pouca quantidade ou mesmo ausência nos 
casos com apenas um ou alguns parasitas adultos, infecções crónicas, infecções ectópicas ou ainda 
falsos positivos relacionados com ovos em trânsito após a ingestão de fígados de animais 
domésticos infectados, ou parasitas incapazes de atingir a maturidade em seres humanos em áreas 
não endémicas para humanos (Esteban et al., 1998 e Mas-Coma et al., 1999b). 
Proteases de cisteína são provavelmente as proteínas mais abundantes entre os produtos de 
E/S de Fasciola spp e mostraram ser uma valiosa fonte de antigénios para o diagnóstico. Estas 
enzimas são secretadas pelas formas adultas e jovens (Dalton et al., 2003 e Law et al., 2003) e são 
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altamente antigénicas em animais (Cornelissen et al., 1999, 2001 e Neyra et al., 2002) e em 
humanos (Cordova et al., 1997). Diversas proteases de cisteína oferecem marcadores bastante 
sensíveis e específicos para o serodiagnóstico da fasciolose humana por F. hepatica (Sampaio-Silva 
et al., 1996; Cordova et al., 1997; O’Neill et al., 1998; Cordova et al., 1999; O’Neill et al., 1999; 
Strauss et al., 1999 e Rokni et al., 2002), bem como F. gigantica (Maleewong et al., 1996; Ikeda, 
1998; Intapan et al., 1998; Maleewong et al., 1999; Intapan et al., 2004 e Watpan et al., 2005). 
Proteases de cisteína recombinantes de F. hepatica produzidas em leveduras (O’Neill et al., 1999) 
ou em Escherichia coli (Carnevale et al., 2001a) têm sido utilizadas nos métodos de ELISA para o 
diagnóstico da infecção humana, fornecendo resultados semelhantes aos antigénios nativos. 
2.12. Prevenção e Controlo 
A infecção humana esteve sempre relacionada à endemicidade animal, sendo assim, as 
medidas de prevenção e controlo recomendadas foram as mesmas aplicadas para fasciolose animal 
(Mas-Coma et al., 2005). No entanto, estudos recentes em áreas endémicas humanas têm mostrado 
que padrões epidemiológicos bem conhecidos da fasciolose não podem explicar sempre as 
características de transmissão numa determinada área, de modo que para aplicar medidas de 
controlo, deve-se considerar os resultados de estudos eco-epidemiológicos realizados na zona em 
causa, uma vez que, a adaptação às novas condições ambientais pode alterar as características de 
transmissão. Consequentemente, as comunidades de áreas endémicas devem ser informadas 
adequadamente sobre a doença, a sua transmissão e os seus riscos (Mas-Coma et al., 1999b). 
A administração de anti-helmínticos é o principal método usado para controlar a fasciolose 
em animais. Os fármacos anti-helmínticas diferem em disponibilidade, preço, eficácia e segurança. 
Porém a maioria dos produtos são eficazes contra as espécies F. hepatica e F. gigantica (Torgerson 
& Claxton, 1999). 
A prevenção da fasciolose humana pode ser feita pelo rigoroso controlo de agriões e outros 
vegetais aquáticos contendo metacercárias, para o consumo humano, especialmente em zonas 
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endémicas. Entre os legumes incriminados, as espécies de plantas de água doce diferem de acordo 
com zonas geográficas e hábitos alimentares (Mas-Coma et al., 1995, 1999c e Mas-Coma, 2004).  
As características anfíbias dos hospedeiros intermediários, como L. truncatula, estão ligadas 
aos focos de transmissão em plantações de vegetais não-aquáticas que requerem irrigação frequente 
(El Sayed et al., 1997 e Motawea et al., 2001). Além disso, resultados recentes sugerem que os 
seres humanos que consomem pratos preparados a partir de fígados crus infectados com parasitas 
imaturos também podem ser infectados (Taira et al., 1997 e Cho et al., 1999). 
A capacidade das metacercárias para prosseguirem o ciclo de vida depende da idade, sendo 
menor nas mais velhas (longevidade máxima de 48 semanas) e é independente do hospedeiro 
animal, tendo sido demonstrado que parasitas provenientes de hospedeiros secundários, como 
suínos e equinos, provocam os mesmos riscos que os dos hospedeiros principais, tais como ovinos e 
bovinos (Valero & Mas-Coma, 2000). 
A capacidade de sobrevivência e resistência à dessecação das metacercárias explica a 
contaminação humana pelo consumo de plantas colhidas em ambientes secos, mas que foram 
submersas em água algumas semanas ou meses antes da colheita, como por exemplo, no Irão (Mas-
Coma, 2004). A comercialização de vegetais contendo metacercárias em mercados não controlados 
de cidades, origina a infecção urbana (Mas-Coma, 2004). Bebidas locais também têm sido referidos 
como veículos de transmissão do parasita como, por exemplo, no Irão e Cabo Verde (WHO, 1995; 
Grácio & Azevedo, 1998 e Mas-Coma, 2004). 
A água é frequentemente citada como uma fonte de infecção humana. No Altiplano 
Boliviano, 13% das metacercárias de todos os isolados são flutuantes (Bargues et al., 1996). Água 
contendo metacercárias também pode contaminar os alimentos, utensílios de cozinha ou outros 
objectos e, assim, tornar-se fonte fortuita de infecção (Mas-Coma, 2004). A importância da 
transmissão de fasciolose através da água é apoiada por muitos resultados indirectos. Existe 
associação positiva significativa entre a infecção do fígado por Fasciola spp e outras infecções por 
protozoários e helmintas transmitidos por água, tais como Giardia intestinalis em países andinos 
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(Esteban et al., 1997a, 2002) ou Entamoeba coli, Chilomastix mesnili e Schistosoma mansoni no 
Egipto (Esteban et al., 2003). Em muitas áreas hiperendémicas humanas das Américas, as pessoas 
não têm o hábito de comer agriões (Hillyer & Apt, 1997) e, zonas como a área de irrigação Asillo 
no Altiplano Peruano, os habitantes não consomem plantas de água doce (Esteban et al., 2002). 
 Na região do Delta do Nilo, pessoas que vivem em casas onde há água canalizada, mostraram 
ter um maior risco de infecção (Curtale et al., 2003). Na localidade egípcia de Tiba, onde uma 
prevalência de 18,0% foi encontrada inicialmente, a infecção humana diminuiu acentuadamente 
após a construção e utilização das chamadas “unidades de lavagem”, em que a água é filtrada de 
forma adequada (Mas-Coma, 2004). 
2.13. Tratamento  
Muitos fármacos têm sido usados para tratar a fasciolose em doentes humanos. 
Dehydroemetine (deidroemetina) foi considerada a terapia de escolha há algumas décadas atrás, 
mas a sua toxicidade permitiu que o Bitionol se tornasse o fármaco de escolha por muitos anos, 
apesar do seu período de tratamento ser longo (Savioli et al., 1999). O praziquantel, prescrito em 
três doses, por via oral, de 25 mg/kg de peso do doente, em intervalos de 4 horas, cura apenas 60 a 
70% dos casos (Rey, 2008). 
A falta de consenso sobre a terapêutica de escolha da fasciolose humana chegou ao fim 
quando foi provado que, em doses adequadas, triclabendazole, um derivado de benzimidazole [6-
chloro-5-(2,3-dichlorophenoxy)-2-methylthiobenzimidazole], foi altamente eficiente nos seres 
humanos (Esteban et al., 1998 e Mas-Coma et al., 1999b). Triclabendazole para uso humano 
(Egaten®) é actualmente o fármaco de eleição para a fasciolose humana, causada tanto por F. 
hepatica como por F. gigantica (Savioli et al., 1999). O triclabendazole é mais eficaz se 
administrado após as refeições (Lecaillon et al., 1998) e a dose recomendada é de 10 mg/kg em dois 
regimes separados. Apt et al., (1995) encontraram uma taxa de cura de 79,2% quando utilizado pela 
primeira vez e 100% após uma segunda terapia, e 79,4% e 93,9%, respectivamente, por El-
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Morshedy et al., (1999). Segundo Talaie et al., (2004), apesar de estudos recentes mostrarem que 
triclabendazole parece manter a sua eficácia em áreas endémicas humanas durante muitos anos, 
Millan et al., (2000) mostraram que em 77 doentes submetidos ao tratamento, seis (8%) ainda 
eliminavam ovos nas fezes 60 dias após-tratamento com duas doses, embora todos esses casos 
tenham respondido a uma terceira dose de triclabendazole.  
Apesar da possibilidade de re-infecção após o tratamento devido ao facto de se viver numa 
área endémica não poder ser ignorada, o risco de aparecimento de resistência ao triclabendazole não 
pode ser ignorado, tendo em conta: (i) a utilização de triclabendazole na veterinária (Fasinex®) há 
muito tempo para o tratamento de animais em áreas endémicas, (ii) a tradição de auto-  
tratamento dos humanos com Fasinex® devido à sua fácil disponibilidade e, (iii) o aparecimento 
recente de resistência ao triclabendazole no Velho Mundo (Europa, África e Ásia). Em animais, a 
resistência ao triclabendazole foi descrita pela primeira vez na Austrália (Overend & Bowen, 1995), 
depois na Irlanda (Lane, 1998 e O’Brien, 1998) e Escócia (Mitchell et al., 1998) e mais 
recentemente, na Holanda (Moll et al., 2000 e Gaasenbeek et al., 2001). As estratégias para 
minimizar o desenvolvimento de resistência incluem a utilização de combinações de fármacos 
(Fairweather & Boray, 1999), embora essa abordagem implique o risco de criar resistência a 
múltiplos fármacos (Gaasenbeek et al., 2001). Além disso, deve-se considerar que actualmente não 
há nenhum fármaco alternativo para o tratamento da fasciolose humana, os fármacos como Bitionol 
e outros já não estão comercialmente disponíveis (Millan et al., 2000). Além do nitazoxanide, muito 
recentemente comercializado no México e considerada como eficaz no tratamento contra a 
fasciolose humana, em regime de tratamento durante 7 dias (Rossignol et al., 1998), outro fármaco, 
o myrrh (Mirazid®), tem sido registado no Egipto (Massoud et al., 2001), mas ainda requerem 
estudos sobre as suas eficácias e tolerâncias. 
No entanto, novos agentes quimioterapêuticos estão sendo testados. Estes incluem compostos 
direccionados contra proteases de cisteína (Engel et al., 1998 e Alcala-Canto et al., 2006, 2007), 
enzimas protectoras de radicais livres (Piedrafita et al., 2000 e Keiser et al., 2006b) ou 
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medicamentos eficazes por outros mecanismos (Keiser et al., 2006a e Hegazi et al., 2007). Porém, a 
investigação e o desenvolvimento destes compostos está numa fase preliminar (Bennet-Jenkins & 
Bryant, 1996). 
2.14. Vacinas  
Até à data, nenhuma vacina está disponível comercialmente para o tratamento das parasitoses 
por F. hepatica ou F. gigantica. No entanto, vários candidatos promissores à vacina foram 
identificados e vários trabalhos têm sido feitos na tentativa de encontrar vacinas que sejam eficazes 
(Spithill et al., 1997; Spithill & Dalton, 1998; Smith, 1999; Spithill et al., 1999a; Spithill et al., 
1999b; Dalton & Mulcahy, 2001; Hillyer, 2005 e McManus & Dalton, 2006). 
Os promissores candidatos à vacina identificados incluem Fatty-Acid-Binding Protein 
(FABP), cathepsin L-like proteases, Glutathione S-Transferase (GST), leucina amino peptidase 
(LAP) e hemoglobina (Norbury, 2008). 
Nos bovinos, a resposta protectora para Fasciola spp parece correlacionar-se com uma 
resposta imune Th1 ou mista Th1/Th2 (Dalton & Mulcahy, 2001). A vacinação pode induzir este 
tipo de resposta imune protectora (Mulcahy et al., 1998; Mulcahy et al., 1999a; Mulcahy et al. 
1999b; Mulcahy & Dalton, 2001 e Bentancor et al., 2002), que é qualitativamente diferente da 
resposta não protectora tipicamente vista na infecção natural (Clery et al., 1996; Bossaert et al., 
2000a; Bossaert et al., 2000b e Zhang et al., 2005). No entanto, a escolha do adjuvante parece 
importante no desenvolvimento de uma resposta imune protectora. 
Embora ainda existam obstáculos, no futuro o surgimento de vacinas contra a parasitose por 
Fasciola spp parece promissor, uma vez que vacina para tremátodes não precisa ter 100% de 



















A fasciolose é uma doença helmintíca crónica predominante em ruminantes, mas actualmente 
é considerada uma parasitose emergente/reemergente, devido ao aumento crescente de casos em 
humanos e animais a nível mundial (Mas-Coma et al., 1999a).  
Na fasciolose, a detecção de ovos do parasita nas fezes é considerada o método de diagnóstico 
mais confiável. No entanto, isto só é possível depois de 13-14 semanas após a infecção, quando os 
parasitas adultos começam a produzir e eliminar ovos. Por esta altura, os principais danos ao 
sistema hepático do hospedeiro já ocorreram (Guobadia & Fagbemi, 1997).  
Devido ao polimorfismo do quadro clínico e à baixa sensibilidade dos métodos 
parasitológicos, o diagnóstico é feito principalmente por métodos serológicos (Carnevale et al., 
2001b e Meshgi et al., 2008). As vantagens das técnicas de imunodiagnóstico baseiam-se na 
detecção precoce da infecção durante a fase pré-patente e nas infecções moderadas. No entanto, o 
enorme potencial dos métodos serológicos na detecção precoce das infecções causadas por 
helmintas é prejudicado pela falta de especificidade e reacções cruzadas devido à presença de 
epítopos antigénicos comuns que coexistem em vários helmintas (Ghosh et al., 2005). 
O vasto repertório antigénico do parasita Fasciola sp. está sujeito a variações consideráveis 
durante o seu desenvolvimento no hospedeiro, desde o parasita imaturo no parênquima hepático ao 
parasita adulto nos ductos biliares. Portanto, a produção de antigénios ou anticorpos específicos é o 
primeiro passo no aumento da especificidade do serodiagnóstico das infecções causadas por 
helmintas (Ghosh et al., 2005).  
Para além disto, a melhoria dos testes imunológicos, nomeadamente, a utilização de antigénio 
homólogo, é de grande relevância para a especificidade e rapidez do diagnóstico.  
Em Cabo Verde, a fasciolose animal e fasciolose humana são problemas clínicos e 
epidemiológicos de saúde pública. Ambas as fascioloses aguda e crónica foram encontradas no país 
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(Meira, 1966; Meira & Santa-Rita, 1966; Nozais et al., 1998; Grácio & Azevedo, 1998; Grácio, 
1999; Graham et al., 2001 e Ka et al., 2002).  
A infecção humana é caracterizada pelo surgimento de patologias graves devido a danos que 
ocorrem nas células do fígado (hepátocitos), principalmente durante as primeiras fases da migração 
dos parasitas. A doença afecta o estado imune geral do hospedeiro definitivo, e não há nenhum 
método preciso para o diagnóstico precoce antes da eliminação dos ovos (El-Bahy, 1998 e Haseeb 
et al., 2002). 
Sem dúvida, a compreensão da epidemiologia das doenças parasitárias e dos factores que as 
influenciam, fornecem meios sobre os quais programas eficazes de prevenção e de controlo devem 
ser estabelecidos. Para tal, contribuem de modo significativo o diagnóstico específico da parasitose. 
Neste sentido, a elaboração deste estudo teve como objectivo a avaliação de um método 
serológico sensível e específico, que possa ser facilmente aplicável em Cabo Verde e com baixo 
custo, pois onde a fasciolose é endémica, como forma de ajudar a detectar casos da doença no país, 
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4. Objectivos  
4.1. Objectivo Geral 
 Produzir e caracterizar antigénios de Fasciola gigantica e avaliá-los no imunodiagnóstico 
da fasciolose.  
4.2.  Objectivos Específicos  
 Obter antigénios somático e deslipidizado de Fasciola gigantica; 
 Avaliar os antigénios de F. gigantica no imunodiagnóstico da fasciolose pelo método de 
Micro-ELISA, em comparação com os de F. hepatica; 
 Determinar o perfil electroforético e imunoreactividade das proteínas presentes nos 
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5. Material e Métodos 
5.1. Obtenção dos parasitas adultos de Fasciola gigantica  
Os parasitas F. gigantica conhecidos em Cabo Verde como “baratinhas e/ou baratas do 
fígado”, foram obtidos dos ductos biliares de fígados de bovinos (Figuras 8 e 9), abatidos nos 
matadouros das Cidades da Praia e Assomada, ilha de Santiago, Cabo Verde, durante o mês de 
Fevereiro de 2010. Os vermes adultos recolhidos foram lavados várias vezes com soro fisiológico 
para retirar as impurezas, conservados em soro fisiológico e congelados a -20ºC, para posterior 
preparação do antigénio bruto e deslipidizado. 
 
Figura 8: Fígado parasitado com F. gigantica, Matadouro 
da Cidade de Assomada, Cabo Verde, 2010 (original, 
António Almeida). 
 
Figura 9: Fígado no inicio de litíase, Matadouro da 
Cidade de Assomada, Cabo Verde, 2010 (original, 
António Almeida).  
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5.2. Obtenção de soros humanos para a avaliação da reactividade dos antigénios 
Os soros foram obtidos na Unidade de Helmintologia e Malacologia Médicas do Instituto de 
Higiene e Medicina Tropical (UHMM/IHMT). Obtiveram-se 178 soros, dos quais 111 eram 
procedentes de indivíduos de origem cabo-verdiana e os restantes 67 de indivíduos residentes em 
Portugal. Destes 178 soros, 120 tinham sido previamente analisados na UHMM/IHMT pelos 
métodos de imunodifusão (ID), imunoelectrodifusão (IED) e Macro-ELISA, utilizando-se 
antigénios de F. hepatica, e os 58 soros restantes, ainda não tinham sido analisados.  
Dos soros que já tinham sido previamente analisados (n=120) na UHMM/IHMT pelos 
métodos de imunodifusão (ID), imunoelectrodifusão (IED) e Macro-ELISA, 84 (70%) foram 
positivos, 17 (14,2%) negativos e 19 (15,8%) inconclusivos para antigénios de F. hepatica (Figura 
10).  
 
Figura 10: Resultado geral de soros de indivíduos cabo-verdianos e 
residentes em Portugal, pelos métodos (ID, IED e Macro-ELISA). 
Havia maior percentagem de positivos nos soros de indivíduos cabo-verdianos, e em 
contrapartida os soros de indivíduos residentes em Portugal tinham maior taxa de resultado 




























Resultados dos testes (ID, IED e Macro-ELISA)




Figura 11: Comparação dos resultados de soros de indivíduos cabo-verdianos e 
residentes em Portugal, pelos métodos (ID, IED e Maro-ELISA). 
5.3. Obtenção de antigénios de parasitas adultos de F. gigantica  
5.3.1. Preparação de antigénios totais (AgTs) 
Para a preparação do antigénio total de F. gigantica, seguiu-se o protocolo usado na UHMM/ 
IHMT (Anexo 1). Com a finalidade de se obterem os parasitas adultos livres de matéria orgânica, 
estes foram lavados várias vezes com soro fisiológico estéril frio, e de seguida imersos numa 
solução salina 1‰ estéril. Posteriormente, os parasitas foram macerados com uma solução salina 
1‰ estéril, até a obtenção de uma mistura homogénea, que foi congelada a -20ºC.  
Procedeu-se à congelação e descongelação por 3 vezes sucessivas com maceração, a fim de 
rebentar as células libertando as proteínas antigénicas; centrifugou-se a 4ºC durante 45 minutos a 
5000 r.p.m. numa centrífuga refrigerada, e o sobrenadante foi retirado cuidadosamente. O 
sobrenadante assim obtido constituiu o antigénio total que foi mantido a 4ºC até à análise de sua 
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Portugal Cabo Verde
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5.3.2. Concentração de antigénio total 
Foram usados tubos com filtros centrifugadores Millipore’s® Amicon Ultra-15 10K que 
permitiram concentrar o antigénio total antes da determinação da concentração proteica. 
5.3.3. Preparação de antigénios deslipidizados (AgDs) 
Para a preparação do antigénio deslipidizado de F. gigantica, seguiu-se também o protocolo 
usado na UHMM/IHMT (Anexo 2). O resíduo obtido a partir da preparação do antigénio total, foi 
submetido a duas lavagens com álcool etílico absoluto e uma com éter etílico anidro congelados. 
Colocou-se o resíduo numa placa de Petri adequada à quantidade obtida, que depois foi 
colocado num dissecador a 4ºC até que a massa estivesse completamente seca (4 dias); pesou-se o 
resíduo obtido e colocou-se na proporção de 200mg/10ml de solução salina 1‰ estéril a 4ºC no 
frigorífico; agitou-se manualmente 3 vezes ao dia durante 3 dias; centrifugou-se a 4ºC durante 45 
minutes a 5000 r.p.m. numa centrífuga refrigerada, e ao fim desse tempo retirou-se cuidadosamente 
o sobrenadante, que constituiu o antigénio solúvel deslipidizado. Este foi acondicionado a 4ºC até à 
análise da sua concentração proteica e reactividade.  
5.3.4. Concentração de antigénio deslipidizado 
Foram usados tubos com filtros centrifugadores Millipore’s® Amicon Ultra-15 10K que 
permitiram concentrar o antigénio solúvel deslipidizado antes da determinação da concentração 
proteica. 
5.3.5. Determinação da concentração da proteína das preparações antigénicas (Figura 12) 
A concentração de proteínas dos antigénios totais (AgTs) e deslipidizados (AgDs), foi 
determinada pelo método de Bradford (1976) utilizando o kit “Bio-Rad Protein Assay” (Anexo 3). 




Figura 12: Curva de calibração com as densidades ópticas obtidas. 
5.4. Avaliação dos antigénios pelo método imunológico – Enzyme-Linked Immunosorbent 
Assay (ELISA) 
O ensaio imunoenzimático (ELISA), baseia-se no uso de antigénios ou anticorpos marcados 
com uma enzima, de forma que os conjugados resultantes tenham actividade tanto imunológica 
quanto enzimática. Apresenta um dos componentes (antigénio ou anticorpo) fixado sobre um 
suporte adsorvente, o complexo antigénio-anticorpo-conjugado fica imobilizado, e a reacção pode 
ser facilmente revelada mediante a adição de um substrato específico que poderá actuar com a 
enzima produzindo uma cor visível a olho nu ou quantificável mediante o uso de técnicas 
colorimétricas e espectrofotométricas. No campo da Parasitologia estas técnicas adquiriram 
relevância nos últimos anos para o diagnóstico mediante a detecção de coproantigénios em amostras 
fecais e anticorpos séricos, tanto em medicina humana como veterinária (Queiroz, 2005). 
Este método foi utilizado para determinar a especificidade e sensibilidade dos antigénios 
obtidos e a sua reactividade nos soros de indivíduos suspeitos da parasitose e com a parasitose 
confirmada. Utilizou-se ainda soros de indivíduos com outras parasitoses (Larva migrans visceral, 
Ascaris lumbricoides, hidatidose e cisticercose). A especificidade e sensibilidade, foram calculadas 
de acordo com Timmreck, (1994) e Smith, (1995). 
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Para a realização prática desta técnica, a metodologia descrita por Voller (1976) serviu-nos de 
base, com algumas alterações e, foram utilizadas microplacas de fundo plano para a sua execução 
(Anexo 4). Determinou-se as diluições dos antigénios e dos soros a aplicar nas placas e, a 
concentração óptima dos antigénios e dos soros através da titulação com soros controlo positivo e 
negativo. Os antigénios foram testados nas concentrações de 2 µg e 4 µg de proteína por mililitro (2 
µg/P/ml, 4µg/P/ml) e os soros nas diluições de 1/200 e 1/400. Após optimização, as concentrações 
estabelecidas para os antigénios foram de 2 µg/P/ml e 4 µg/P/ml para os antigénios completo e 
deslipidizado, respectivamente e, a diluição dos soros 1/200 (para a imunoglobulina IgM) e 1/400 
(para a imunoglobulina IgG). O conjugado anti-IgM humano marcado com peroxidase, foi usado na 
diluição de 1/50.000 e anti-IgG humano também conjugado com peroxidase, numa diluição de 
1/40.000. Utilizou-se como controlos positivos soros de indivíduos infectados com o parasita e que 
apresentavam ovos nas fezes, sendo os controlos negativos constituídos por indivíduos não 
infectados.  
Nas diferentes soluções utilizou-se um volume de 100 µl em cada poço da placa, com 
excepção do tampão de lavagem PBS/Tween em que se usaram 200 µl e da solução bloqueadora da 
reacção que se aplicou um volume de 50 µl por poço. Os soros foram testados em duplicado sendo 
o valor da absorbância resultante da média dos valores apresentados na leitura de cada soro. 
As placas foram sensibilizadas com 100 µl de solução antigénica por poço (2 µl do antigénio 
total e 4µl do antigénio deslipidizado) diluído em tampão carbonato pH 9,6 (15mM NaCO3, 35mM 
NaHCO3) durante 30 minutos na estufa a 37ºC e uma noite a 4ºC. Após este tempo as placas foram 
lavadas por quatro vezes com tampão PBS/Tween (200 µl / poço) com intervalos de 5 minutos entre 
cada lavagem e, de seguida bloqueadas, com 2% de albumina de soro bovino, Sigma (BSA) diluída 
em PBS/Tween e incubados durante 1hora e 30 minutos à temperatura ambiente. Procedeu-se a 
novas lavagens como anteriormente, colocaram-se os soros na diluição de 1/200 (para IgM) e 1/400 
(para IgG) em PBS/Tween, seguindo-se a sua incubação durante 2 horas à temperatura ambiente 
(TA), e posteriormente uma noite a 4ºC. 
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Após as lavagens, reincubaram-se as placas com os diferentes conjugados. No caso da IgM 
(Sigma) usou-se uma diluição 1/50.000 em PBS/Tween e, para IgG uma diluição 1/40.000 em 
PBS/Tween, seguidas de incubação durante 1 hora e 30 minutos à temperatura ambiente (TA). Após 
a remoção do conjugado procedeu-se a novas lavagens com PBS/Tween e colocou-se o substrato 
cromogénico (9 mg de ortofenildiamina-OPD, em 25 ml de Tampão substrato (0,2M Na2HPO4, 0,1 
ácido cítrico, pH 5,5 e 25 µl de H2O2 a 30%), incubaram-se as placas na obscuridade durante 30 
minutos e bloqueou-se a reacção com 50 µl de HCl 2N. A absorbância foi lida num 
espectrofotómetro (Anthos 2020) a um comprimento de onda de 492 nanómetros (nm).  
Após serem determinadas as densidades ópticas, consideraram-se positivos os soros com 
valores de absorvância acima do cut-off. Este foi determinado através da soma da média da 
densidade óptica dos controlos negativos acrescida de três vezes o desvio padrão dos mesmos ( + 
3SD). 
5.5. Perfil electroforético das proteínas presentes nos antigénios por “Western-blot” 
A electroforese consiste em fazer migrar qualquer ião ou grupo com carga eléctrica através da 
aplicação de um campo eléctrico, numa matriz que normalmente é um gel. A velocidade de 
migração da partícula depende da carga, do seu peso molecular e da intensidade do campo aplicado. 
Quanto maior a razão entre a carga eléctrica e a massa de uma partícula, mais depressa esta migrará 
(Queiroz, 2005).  
Escolhe-se a malha do gel, dependendo do perfil da proteína. O grau de filtração molecular 
vai depender do tamanho dos poros. O tamanho efectivo dos poros varia com a concentração de 
acrilamida utilizada na polimerização (mais acrilamida, menor o tamanho dos poros) e também com 
a concentração de bis-acrilamida utilizada (Queiroz, 2005).  
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5.5.1. Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE)  
Com a finalidade de identificar as moléculas antigénicas que poderiam ser reconhecidas pelos 
soros de indivíduos com suspeita de fasciolose, procedeu-se à análise das fracções dos antigénios 
totais e deslipidisados de F. gigantica e F. hepatica. Para isso utilizou-se um gel de poliacrilamida 
numa concentração de 4% para o gel de concentração e 15% para o gel de separação, em condições 
reduzidas (Anexo 5). 
Foram utilizados padrões de peso molecular de referência (GE Healthcare, “Amersham Full-
Range Rainbow Molecular Weight Markers) compostos por dez bandas de seis cores diferentes, 
azul de 17, 38 e 225 kDa; vermelho de 12 e 150 kDa; verde de 24 e 102 kDa; amarelo de 76 kDa; 
púrpura de 52 kDa e laranja de 31 kDa.  
A separação das proteínas antigénicas teve como base o método descrito por Laemmli (1970), 
com algumas modificações. Utilizou-se um padrão de pesos moleculares conhecidos para fazer a 
comparação, procedendo-se a uma primeira electroforese aplicando os antigénios em estudo no 
mesmo gel, juntamente com o padrão.  
A amperagem aplicada durante a corrida foi de 400 mA e uma voltagem de 120 V, durante 
cerca de 1h e 32 min. O tempo de corrida foi determinado pela migração do azul de bromofenol.  
Após a corrida, o gel foi corado com solução de Azul de Coomassie por 30 minutos. A seguir 
lavou-se com uma solução descorante (40% de metanol, 10% de ácido acético e água destilada), até 
as bandas das proteínas ficarem bem nítidas.  
Por fim, o gel foi conservado numa embalagem de plástico contendo água destilada e 
conservado à temperatura de 4º C. Foi utilizado um pente de 10 dentes, com 1 mm de espessura. As 
amostras foram diluídas em tampão da amostra (1,2 ml tris-HCl, 0,5 M pH 6,8; 4,8 ml de H2O: 1 ml 
de glicerol; 2 ml de SDS 10% e 0,5 ml de azul de bromofenol 0,025%) conforme mostra o Quadro 
1.   
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Quadro 1: Diluição das amostras em estudo (As soluções e os procedimentos utilizados 
para a electroforese estão descritos no Anexo 5). 
Amostra Diluição 
20 µl Antigénio total de Fasciola gigantica 1:1 
20 µl Antigénio deslipidizado de F. gigantica 1:1 
20 µl Antigénio total de F. hepatica 1:1 
20 µl Antigénio deslipidizado de F. hepatica 1:1 
10 µl Padrão molecular Puro 
5.5.2.  “Immunobloting” 
Conhecido o perfil electroforético dos antigénios, efectuou-se o mesmo procedimento de 
separação electroforética mas, usando para o efeito, géis de poço único, com o objectivo de 
transferir as fracções antigénicas para um suporte físico (membranas de nitrocelulose também 
designadas por “blots”). Para a separação das proteínas antigénicas, utilizaram-se padrões de pesos 
moleculares diferentes da BIO-RAD (Precision Plus Protein
TM
 Standards - Kaleidoscope
TM
) 
compostos por dez bandas de cinco cores, amarelo de 10 kDa, verde de 37 kDa, púrpura de 150 
kDa, cor-de-rosa de 25 kDa e 75 kDa, e azul de 15, 20, 50, 100 e 250 kDa. Posteriormente, 
recorreu-se a um outro padrão de pesos moleculares, “SDS-PAGE Molecular Weight Standarts, 
Broad Range”, também da BIO-RAD, compostos por Miosina de 200 kDa, ß-Galactosidase de 
116,25 kDa, Fosforilase b de 97,4 kDa, Soro Albumina Bovina de 66,2 kDa, Albumina de Ovo de 
45 kDa, Anidrase Carbónica de 31 kDa, Inibidor de Tripsina de 21,5 kDa, Lisozima de 14,4 kDa e 
Aprotinina de 6,5 kDa. 
As amostras dos antigénios foram diluídas em 160 µl de tampão de amostra (1:1) e fervidas a 
95º por 5 minutos, sendo depois aplicadas num mini-gel Laemmli (1970).  
A transferência dos géis, nas condições anteriormente descritas, foi efectuada conforme o 
protocolo de referência e de acordo com as características do respectivo equipamento (Transblot da 
BIO-RAD). Usaram-se membranas Immobilon
TM
 PVDF (Polyvinylidene fluoride) com poro de 0,45 
µm (Anexo 6).  
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A transferência realizou-se a uma temperatura de 23ºC e uma voltagem de 100 V, durante 1h 
e 40 minutos. A membrana foi depois colocada em leite magro por uma noite a 4ºC, para bloquear 
as reacções inespecíficas dos antigénios.  
As membranas transferidas foram secas entre folhas de papel de filtro e depois guardadas a -
20ºC, entre duas folhas de papel de filtro, envolvidas em papel de alumínio, identificadas quanto ao 
antigénio transferido, e datas de realização da electroforese e da respectiva transferência. 
Os soros foram diluídos a 1:100 (para IgG) e 1:50 (para IgM) em PBS/leite a 5% e incubados 
3 horas à temperatura ambiente e uma noite a 4ºC. 
O conjugado anti-IgG peroxidase foi diluído a 1:1000 e o conjugado anti-IgM a 1:500 em 
PBS/leite e, permaneceram duas horas à temperatura ambiente, sob agitação. Procedeu-se a 3 
lavagens com PBS/Tween e uma com PBS sem Tween. Adicionou-se o substrato (15 mg de 4-
cloro-1-naftol; 5 ml de metanol; 20 ml de PBS sem Tween e 25 µl de H2O2), estando com atenção 
ao aparecimento das bandas. Quando as tiras começaram a escurecer, parou-se a reacção com água 
destilada. Por último, as tiras foram secas entre duas folhas de papel de filtro e colocadas sobre uma 
folha A4 com o respectivo padrão. 
O peso molecular das bandas foi determinado por comparação com o peso molecular dos 
padrões. 
5.6. Análise estatística  
Na análise estatística dos resultados utilizou-se o programa estatístico SPSS (Statiscal 
Package for the Social Sciences) versão 18.0 para Microsoft Windows, para um nível se 
significância de 1%.  
Visto que, as amostras em estudos não apresentaram uma distribuição normal, recorreu-se a 
testes não paramétricos. Utilizou-se o Teste de Mann-Whitney para averiguar se existiam diferenças 
significativas de resposta imuno-humoral entre os diferentes antigénios de F. gigantica e F. 
hepatica estudados.  
António Pinto Almeida, 2010                                                                                                 Material e Métodos 
73 
 
O Factor Kappa foi utilizado para averiguar o nível de concordância entre os métodos com os 
antigénios de F. gigantica e F. hepatica estudados.  
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6. Resultados  
6.1. Obtenção dos parasitas adultos de F. gigantica 
Os parasitas foram recolhidos de animais bovinos fêmeas (n=42), com idades compreendidas 
entre os 18 meses e sete anos, em dois matadouros diferentes nos concelhos de Assomada e Praia, 
ilha de Santiago, Cabo Verde. Apesar de ter sido inspeccionado maior número de animais no 
matadouro do concelho da Praia, observou-se uma carga parasitária (número de vermes adultos) 
superior nos animais que foram abatidos no matadouro do concelho de Assomada (Figura 13). 
 
Figura 13: Número de animais inspeccionados e vermes adultos 
recolhidos nos matadouros na ilha de Santiago, Cabo Verde. 
6.2. Obtenção dos soros humanos para o estudo 
Dos 178 soros obtidos, 111 (62,4%) eram de indivíduos de origem Cabo-Verdiana, 
maioritariamente do sexo masculino e com idades compreendidas entre os sete meses e 89 anos (
=43,4±22,1), sendo os restantes 67 (37,6%) de indivíduos residentes em Portugal. A maioria era 
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Quadro 2: Perfil dos indivíduos com soros utilizados no estudo. 
Origem N Idade Sexo 
(%) Média 
(±SD) 





























6.3. Obtenção e determinação da concentração proteica das preparações antigénicas  
Prepararam-se dois antigénios de F. gigantica, o total e o deslipidizado, de acordo com a 
metodologia usada na UHMM/IHMT e, após a determinação da concentração proteica destas 
preparações antigénicas por comparação com a curva padrão pelo método de Bradford (1976), 
procedeu-se à sua avaliação com os antigénios correspondentes de F. hepatica (total e 
deslipidizado), produzidos na UHMM/IHMT. Os antigénios totais de F. gigantica e F. hepatica 
apresentaram valores proteicos mais elevados do que os respectivos antigénios deslipidizados e, 
além disso, verificou-se que as preparações de F. hepatica tinham um teor proteico superior às 
correspondentes de F. gigantica (Quadro 3). 





         
 
        AgFgT – antigénio total de F. gigantica; AgFgD – antigénio deslipidizado de F. gigantica; 
        AgFhT – antigénio total de F. hepatica; AgFhD – antigénio deslipidizado de F. hepatica 
 
  
Antigénios Origem Data de Produção Concentração proteica 
AgFgT Cabo Verde 2010 1904 µg/P/ml 
AgFgD Cabo Verde 2010 308 µg/P/ml 
AgFhT Portugal 1994 2030 µg/P/ml 
AgFhD Portugal 1992 630 µg/P/ml 
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6.4. Avaliação da especificidade e sensibilidade das preparações antigénicas 
Das quatro preparações antigénicas avaliadas neste estudo, o antigénio total de F. gigantica e 
o deslipidizado de F. hepatica foram os que apresentaram maior especificidade (95,2 %), para IgG, 
verificando-se reacção cruzada apenas com soro de um indivíduo parasitado por Ascaris 
lumbricoides. Em relação ao anticorpo IgM, houve reacção cruzada de todos os antigénios com 
soros de doentes com Larva migrans visceral e A. lumbricoides (especificidade de 90,5%). Em duas 
preparações antigénicas AgFhT e AgFgD, ocorreu reacção cruzada para ambos os anticorpos IgM e 
IgG, com os soros acima referidos (Figura 14).  
 
Figura 14: Especificidade das quatro preparações antigénicas em estudo. AgFgT – 
antigénio total de F. gigantica, AgFgD – antigénio deslipidizado de F. gigantica, AgFhT 
– antigénio total de F. hepatica e AgFhD – antigénio deslipidizado de F. hepatica. 
Quanto à sensibilidade, todos os antigénios avaliados apresentaram sensibilidade elevada 
(100%) quando testados para IgG, enquanto para IgM, obtiveram-se valores compreendidos entre 
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Figura 15: Sensibilidade das quatro preparações antigénicas em estudo. AgFgT – 
antigénio total de F. gigantica, AgFgD – antigénio deslipidizado de F. gigantica, 
AgFhT – antigénio total de F. hepatica e AgFhD – antigénio deslipidizado de F. 
hepatica. 
6.5. Comparação das quatro preparações antigénicas no diagnóstico de fasciolose pelo 
método imunológico – Micro-ELISA 
6.5.1. Soros de indivíduos cabo-verdianos  
Relativamente aos antigénios de F. gigantica, dos 111 soros de indivíduos cabo-verdianos 
analisados, 81 (73%) tinham níveis de anticorpos IgM anti-Fasciola superiores ao limiar de 
positividade com o antigénio total (AgFgT) e apenas 35 (31,5%) tinham valores positivos com 
antigénio deslipidizado (AgFgD). Quanto à IgG, também se verificou uma positividade superior 
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Figura 16: Soros de indivíduos cabo-verdianos positivos para IgM e IgG 
(Micro-ELISA), utilizando antigénios de F. gigantica. AgFgT – antigénio 
total de F. gigantica; AgFgD – antigénio deslipidizado de F. gigantica. 
Constatou-se o mesmo comportamento para os antigénios de F. hepatica, 87 (78,4%) dos 
indivíduos estudados tinham níveis de anticorpos IgM anti-Faciola superiores ao limiar de 
positividade para o antigénio total e apenas 30 (27,0%) para o antigénio deslipidizado. No que diz 
respeito aos níveis de IgG anti-Fasciola, 46 (41,4%) dos indivíduos tinham valores positivos para o 
antigénio total e 41 (36,9%) para o antigénio deslipidizado (Figura 17).  
 
Figura 17: Soros de indivíduos cabo-verdianos positivos para IgM e IgG 
(Micro-ELISA), utilizando antigénios de F. hepatica. AgFhT – antigénio total de 
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Os antigénios totais de ambos os parasitas tiveram maior reactividade na detecção do 
anticorpo IgM anti-Fasciola e, em contrapartida, os antigénios deslipidizados foram mais reactivos 
para o anticorpo IgG anti-Fasciola (Figuras 16 e 17). 
As preparações antigénicas totais de F. gigantica e F. hepatica, demonstraram-se altos níveis 
de concordância quando testados para IgM (Kappa=0,708; p-value<0,001) e para IgG 
(Kappa=0,908; p-value<0,001). Para os antigénios deslipidizados dos dois parasitas, a concordância 
foi excelente para os dois anticorpos (Kappa=0,848; p-value<0,001 para IgM e Kappa=0,923; p-
value<0,001 para IgG) (Quadro 4).  
Quadro 4: Níveis de concordância (Factor Kappa) entre as quatro preperaçoes antigénicas, em 
soros de indivíduos cabo-verdianos. 
 Anticorpo IgM anti-Fasciola Anticorpo IgG anti-Fasciola 
 [AgFgT - AgFhT] [AgFgD - AgFhD] [AgFgT - AgFhT] [AgFgD - AgFhD] 
Factor 
Kappa 
0,708 0,848 0,908 0,923 
p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 
           AgFgT – antigénio total de F. gigantica, AgFgD – antigénio deslipidizado de F. gigantica, 
AgFhT – antigénio total de F. hepatica e AgFhD – antigénio deslipidizado de F. hepatica. 
O antigénio total de F. gigantica apresentou scores de densidades ópticas mais elevados do 
que o de F. hepatica, quando testados para os anticorpos IgM e IgG anti-Fasciola e, as diferenças 
observadas foram estatisticamente significativas (p<0,001). Relativamente aos antigénios 
deslipidizados, as densidades ópticas pareceram ser maiores para o antigénio de F. gigantica, mas 
sem diferenças estatisticamente significativas (p=0,474 >0,01 para IgM; p=0,285 >0,01 para IgG). 
O Quadro 5 e a Figura 18 ilustram a distribuição dos níveis das densidades ópticas dos quatro 
antigénios, quando testados para o anticorpo IgM anti-Fasciola e, o Quadro 6 e a Figura 19 ilustram 
a distibuição das densidades ópticas das quatro preparações antigénicas quando testados para o 
anticorpo IgG anti-Fasciola. 
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Quadro 5: Níveis séricos de IgM (Micro-ELISA), em soros de indivíduos cabo-verdianos. 
Antigénios Mínimo Máximo Média Desvio Padrão Mediana IC 99% 
AgFgT 0,006 1,001 0,445 0,237 0,402 0,386 – 0,504 
AgFhT 0,000 0,870 0,283 0,169 0,241 0,241 – 0,325 
AgFgD 0,000 1,215 0,255 0,242 0,166 0,195 – 0,315 
AgFhD 0,005 1,029 0,226 0,204 0,148 0,176 – 0,277 
          AgFgT – antigénio total de F. gigantica, AgFgD – antigénio deslipidizado de F. gigantica, 
                        AgFhT – antigénio total de F. hepatica e AgFhD – antigénio deslipidizado de F. hepatica. 
 
Figura 18: Diagrama de extremos e quartis dos scores das densidades ópticas dos quatro 
antigénios estudados, quando testados para o anticorpo IgM anti-Fasciola, em soros de 
indivíduos cabo-verdianos. AgFgT – antigénio total de F. gigantica; AgFhT – antigénio total 
de F. hepatica; AgFgD – antigénio deslipidizado de F. gigantica AgFhD – antigénio 
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Quadro 6: Níveis séricos de IgG (Micro-ELISA), em soros de indivíduos cabo-verdianos. 
Antigénios Mínimo Máximo Média Desvio Padrão Mediana IC 99% 
AgFgT 0,109 1,075 0,457 0,273 0,336 0,389 – 0,525 
AgFhT 0,063 0,869 0,316 0,205 0,237 0,265 – 0,367 
AgFgD 0,058 1,207 0,407 0,341 0,227 0,322 – 0,491 
AgFhD 0,051 1,146 0,378 0,324 0,213 0,297 – 0,458 
 
 
Figura 19: Diagrama de extremos e quartis dos scores das densidades ópticas dos quatro 
antigénios estudados, quando testados para o anticorpo IgG anti-Fasciola, em soros de indivíduos 
cabo-verdianos. AgFgT – antigénio total de F. gigantica; AgFhT – antigénio total de F. hepatica; 
AgFgD – antigénio deslipidizado de F. gigantica AgFhD – antigénio deslipidizado de F. hepatica. 
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6.5.2. Soros de indivíduos residentes em Portugal 
A análise dos antigénios de F. gigantica demonstrou, que dos 67 soros dos indivíduos 
residentes em Portugal, 47 (70,1%) tinham níveis de anticorpos IgM anti-Fasciola positivos com o 
antigénio total e, 35 (52,2%) com o antigénio deslipidizado. Para o anticorpo IgG anti-Fasciola, o 
antigénio deslipidizado apresentou valores positivos superiores 53 (79,1%) ao antigénio total 44 
(65,7%) (Figura 20).  
 
Figura 20: Soros de indivíduos residentes em Portugal positivos para IgM e 
IgG (Micro-ELISA), utilizando antigénios de F. gigantica. AgFgT – antigénio 
total de F. gigantica; AgFgD – antigénio deslipidizado de F. gigantica. 
Quanto aos antigénios de F. hepatica, ao analisar os níveis do anticorpo IgM anti-Fasciola, 
encontrou-se maior percentagem de indivíduos positivos com o antigénio total 50 (74,6%) do que 
com o antigénio deslipidizado 24 (35,8%). No entanto, para o anticorpo IgG anti-Fasciola, a 
situação inverteu-se, com maiores valores de positividade com o antigénio deslipidizado 51 (76,1%) 
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Figura 21: Soros de indivíduos residentes em Portugal positivos para IgM e 
IgG (Micro-ELISA), utilizando antigénios de F. hepatica. AgFhT – antigénio 
total de F. hepatica; AgFhD – antigénio deslipidizado de F. hepatica. 
Os antigénios totais dos dois parasitas (F. gigantica e F. hepatica) tiveram maior reactividade 
na detecção do anticorpo IgM anti-Fasciola, e os antigénios deslipidizados foram mais reactivos 
para o anticorpo IgG anti-Fasciola (Figuras 20 e 21). 
O nível de concordância entre os antigénios não foi tão alto como nos soros de indivíduos 
cabo-verdianos. Para o anticorpo IgM anti-Fasciola, o nível de concordância entre os antigénios 
totais dos dois parasitas foi (Kappa=0,739; p<0,001) e entre os antigénios deslipidizados 
(Kappa=0,676; p<0,001). Para o anticorpo IgG anti-Fasciola, o perfil foi semelhante, 
Kappa=0,661; p<0,001 entre os antigénios totais e Kappa=0,743; p<0,001 entre os antigénios 
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Quadro 7: Níveis de concordância (Factor Kappa) entre as quatro preperações antigénicas, em 
soros de indivíduos residentes em Portugal. 
 Anticorpo IgM anti-Fasciola Anticorpo IgG anti-Fasciola 
 [AgFgT - AgFhT] [AgFgD - AgFhD] [AgFgT - AgFhT] [AgFgD - AgFhD] 
Factor 
Kappa 
0,739 0,676 0,661 0,743 
p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 
          AgFgT – antigénio total de F. gigantica, AgFgD – antigénio deslipidizado de F. gigantica, 
AgFhT – antigénio total de F. hepatica e AgFhD – antigénio deslipidizado de F. hepatica. 
Ao comparar a reactividade dos antigénios totais de F. gigantica e F. hepatica, constatou-se 
diferenças estatisticamente significativa entre as densidades ópticas para o anticorpo IgM anti-
Fasciola (p <0,001) e para o anticorpo IgG anti-Fasciola (p <0,001). No entanto, para os antigénios 
deslipidizados, as diferenças não foram estatisticamente significativas (p=0,200 para o anticorpo 
IgM; p=0,478 para o anticorpo IgG anti-Fasciola). O Quadro 8 e a Figura 22 ilustram a distribuição 
dos scores das densidades ópticas dos quatro antigénios, quando testados para o anticorpo IgM anti-
Fasciola e, o Quadro 9 e a Figura 23 ilustram a distibuição das densidades ópticas das quatro 
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Quadro 8: Níveis séricos de IgM (Micro-ELISA), em soros de indivíduos residentes em Portugal. 
Antigénios Mínimo Máximo Média Desvio Padrão Mediana IC 99% 
AgFgT 0,002 0,886 0,398 0,233 0,398 0,322 – 0,473 
AgFhT 0,001 0,674 0,255 0,167 0,247 0,200 – 0,309 
AgFgD 0,001 1,007 0,283 0,204 0,267 0,217 – 0,349 
AgFhD 0,002 0,874 0,241 0,172 0,219 0,185 – 0,296 
           AgFgT – antigénio total de F. gigantica, AgFgD – antigénio deslipidizado de F. gigantica, 
AgFhT – antigénio total de F. hepatica e AgFhD – antigénio deslipidizado de F. hepatica. 
 
Figura 22: Diagrama de extremos e quartis dos scores das densidades ópticas dos quatro 
antigénios estudados, quando testados para o anticorpo IgM anti-Fasciola, em soros de 
indivíduos residentes em Portugal. AgFgT – antigénio total de F. gigantica; AgFhT – antigénio 
total de F. hepatica; AgFgD – antigénio deslipidizado de F. gigantica AgFhD – antigénio 
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Quadro 9: Níveis séricos de IgG (Micro-ELISA), em soros de indivíduos residentes me Portugal. 
Antigénios Mínimo Máximo Média Desvio Padrão Mediana IC 99% 
AgFgT 0,047 1,115 0,468 0,259 0,423 0,384 – 0,552 
AgFhT 0,022 1,040 0,320 0,208 0,293 0,252 – 0,387 
AgFgD 0,019 1,426 0,493 0,299 0,421 0,396 – 0,590 
AgFhD 0,006 1,411 0,469 0,307 0,395 0,370 – 0,569 
         AgFgT – antigénio total de F. gigantica, AgFgD – antigénio deslipidizado de F. gigantica, 
AgFhT – antigénio total de F. hepatica e AgFhD – antigénio deslipidizado de F. hepatica. 
 
 
Figura 23: Diagrama de extremos e quartis dos scores das densidades ópticas dos quatro 
antigénios estudados, quando testados para o anticorpo IgG anti-Fasciola, em soros de 
indivíduos residentes em Portugal. AgFgT – antigénio total de F. gigantica; AgFhT – 
antigénio total de F. hepatica; AgFgD – antigénio deslipidizado de F. gigantica AgFhD – 
antigénio deslipidizado de F. hepatica. *Diferenças estatisticamente significativas; **Sem 
diferenças estatisticamente significativas. 
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6.6. Perfil electroforético das proteínas presentes nas preparações antigénicas – SDS-PAGE 
Os antigénios (total e deslipidizado de F. gigantica e F. hepatica) foram analisados por SDS-
PAGE utilizando um gel de poliacrilamida a 15%, em condição reduzida, revelando diferentes 
proteínas com pesos moleculares aproximados compreendidos entre os 12 e os 150 kDa (Figura 24). 
 
Figura 24: Perfil electroforético dos antigénios em estudo em SDS-PAGE (mini 
gel 15%). P – padrão molecular, FGT – antigénio total de F. gigantica, FHT – 
antigénio total de F. hepatica, FGD – antigénio deslipidizado de F. gigantica e 
FHD – antigénio deslipidizado de F. hepatica. 
O perfil das bandas foi bastante parecido nos diferentes antigénios estudados, sendo o 
antigénio deslipidizado de F. gigantica, o que apresentou o menor número de bandas. O antigénio 
total de F. gigantica e o deslipidisado de F. hepatica apresentaram fracções antigénicas de maior 
peso molecular. As bandas de peso moleculares de 22 e 36 kDa estiveram presentes apenas nos 
antigénios de F. hepatica (AgFhT e AgFhD) e, a banda de 102 kDa foi revelado nos antigénios total 
de F. gigantica e deslipidizado de F.hepatica. As fracções antigénicas de 28 e 150 kDa pareceram 
ser específicas dos antigénios totais de F. hepatica e F. gigantica, respectivamente (Quadro 10). 
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Quadro 10: Peso molecular das fracções antigénicas dos diferentes antigénios analisados (gel a 15%). 
 Peso molecular das fracções antigénicas (kDa) 
Antigénios 12 14 16 18 22 24 28 32 36 38 54 76 94 102 150 
AgFgT + + + +  +  +  + + + + + + 
AgFhT + + + + + + + + + + + +    
AgFgD + + + +  +  +  + + + +   
AgFhD + + + + + +  + +  + + + +  
6.7. Avaliação da reactividade das fracções antigénicas por “Western-blot” 
Com o objectivo de avaliar e identificar as fracções antigénicas que poderiam ser 
reconhecidas pelos soros dos indivíduos suspeitos da fasciolose, quando utilizado os anticorpos IgM 
e IgG anti-Fasciola, utilizou-se a técnica de “immunobloting”. 
6.7.1. Antigénio Total de F. gigantica (AgFgT) 
A utilização do antigénio total de F. gigantica na detecção do anticorpo IgG anti-Fasciola, 
permitiu identificar 7 bandas de diferentes pesos moleculares, compreendida entre 16 a 57 kDa, 
sendo que as bandas de 22 e 57 kDa, foram as que apareceram com maior frequência (Figuras 25 e 
26). 
 
Figura 25: Fracções antigénicas de F. gigantica reconhecidas pelo 
anticorpo IgG anti-Fasciola, utilizando o antigénio total de F. gigantica 
(AgFgT). P – padrão de peso molecular; CP – controlo positivo; 1 – larva 
migrnas visceral; 2 – Cisticercose; 3 a 16 – soros de indivíduos com 
fasciolose confirmada. 
 




Figura 26: Frequência das fracções antigénicas do antigénio total de F. 
gigantica (AgFgT) reconhecidas pelo anticorpo IgG anti-Fasciola.                 
Ao testar o antigénio total de F. gigantica (AgFgT) para IgM anti-Fasciola, evidenciou-se 
uma única banda de peso molecular de 24 kDa, reconhecida por apenas quatro soros (Figura 27). 
 
Figura 27: Fracções antigénicas de F. gigantica 
reconhecidas pelo anticorpo IgM anti-Fasciola, 
utilizando o antigénio total de F. gigantica (AgFgT). 
P-padrão de peso molecular. 
A comparação da reactividade do AgFgT (antigénio total de F. gigantica) para IgG e IgM 
anti-Fasciola nos soros dos indivíduos suspeitos de fasciolose, levou-nos a constatar a presença de 
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Fracções antigénicas
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6.7.2. Antigénio Total de F. hepatica (AgFhT) 
As fracções antigénicas do AgFhT que foram reconhecidas pelo anticorpo IgG anti-Fasciola 
apresentaram peso molecular de 12 a 42 kDa, com a fracção de 24 kDa reconhecida pela maioria 
dos soros analisado, e comum ao antigénio total de F. gigantica para IgG e IgM. Este antigénio 
apresentou 3 proteínas antigénicas (12, 14 e 42 kDa) que não estiveram presentes no antigénio total 
de F. gigantica (Figuras 28 e 29).  
 
Figura 28: Fracções antigénicas de F. hepatica reconhecidas pelo 
anticorpo IgG anti-Fasciola, utilizando o antigénio total de F. 
hepatica (AgFhT). P (padrão molecular), 1 (controlo positivo), 2 
(larva migrans visceral), 3 (cisticercose), 4 a 6 (soros duvidosos de 
Cabo Verde), 7 e 8 (soros duvidosos de Portugal), 9 a 12 (soros 
positivos de Cabo Verde), 14 a 16 (soros positivos de Portugal). 
 
 
Figura 29: Frequência das fracções antigénicas do antigénio total de F. hepatica 
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Já na detecção do anticorpo IgM, as fracções antigénicas do AgFhT mais reactivas foram as 
de 24, 42 e 49 kDa (Figura 30), sendo a banda de 49 kDa a mais frequente (Figura 31). 
 
Figura 30: Fracções antigénicas de F. hepatica 
reconhecidas pelo anticorpo IgM anti-Fasciola, 
utilizando o antigénio total de F.hepatica 
(AgFhT). P-padrão de peso molecular.  
 
 
Figura 31: Frequência das fracções antigénicas do antigénio total de F. hepatica 
(AgFhT) reconhecidas pelo anticorpo IgM anti-Fasciola. 
Na detecção de IgG e IgM anti-Fasciola, o antigénio total de F. hepatica (AgFhT) revelou um 
perfil de fracções reactivas diferente, visto que, para o anticorpo IgG, evidenciou-se 3 bandas (12, 
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6.7.3. Antigénio Deslipidizado de F. gigantica (AgFgD) 
Ao testar o antigénio deslipidizado de F. gigantica (AgFgD) para IgG anti-Fasciola, 
apareceram 4 bandas de peso molecular de 16 a 24 kDa (Figura 32). A banda de 18 kDa foi a mais 
frequente (Figura 33).  
 
Figura 32: Fracções antigénicas de F. gigantica reconhecidas pelo anticorpo IgG anti-
Fasciola, utilizando o antigénio deslipidizado de F. gigantica (AgFgD). P (padrão 
molecular), 1 a 8 (soros positivos de Cabo Verde), 9 (controlo positivo), 10 (larva 
migrans visceral), 11 (cisticercose), 12 a 18 (soros positivos de Cabo Verde), 19 a 21 
(soros duvidosos de Cabo Verde), 22 a 24 (soros positivos de Portugal), 25 a 27 (soros 
positivos de Cabo Verde), 28 e 29 (soros positivos de Portugal). 
 
 
Figura 33: Frequência das fracções antigénicas do antigénio deslipidizado de F. 
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Na detecção do anticorpo IgM anti-Fasciola utilizando o antigénio deslipidizado de F. 
gigantica (AgFgD), a banda de 24 kDa foi a única reconhecida pelos soros dos indivíduos suspeitos 
de fasciolose (Figura 34). Os antigénios, completo e deslipidizado de F. gigantica revelaram um 
padrão de fracções reactivas idêntico para o anticorpo IgM anti-Fasciola (Figuras 27 e 34).  
 
Figura 34: Fracções antigénicas de F. gigantica 
reconhecidas pelo anticorpo IgM anti-Fasciola, 
utilizando o antigénio deslipidizado de F. gigantica 
(AgFgD). P – padrão de peso molecular.  
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6.7.4. Antigénio Deslipidizado de F. hepatica (AgFhD) 
A reactividade do AgFhD para IgG anti-Fasciola revelou 3 bandas com diferentes pesos 
moleculares (14, 24 e 33 kDa) (Figura 35), em que a fracção de 24 kDa foi a mais frequente (Figura 
36). 
               
Figura 35: Fracções antigénicas de F. hepatica reconhecidas 
pelo anticorpo IgG anti-Fasciola, utilizando o antigénio 
deslipidizado de F- hepatica (AgFhD). P (padrão molecular), 1 
e 2 (controlo positivo), 3 e 4 (soros positivos de Cabo Verde), 5 
(soro duvidoso de Cabo Verde), 6 e 7 (soros positivos de 
Portugal), 8 (soro duvidoso de Portugal). 
 
 
Figura 36: Frequência das fracções antigénicas do antigénio deslipidizado 










14 kDa 24 kDa 33 kDa
Produção e Caracterização de Antigénios de Fasciola gigantica e sua Avaliação no Imunodiagnóstico de Fasciolose 
98 
 
Na detecção do anticorpo IgM anti-Fasciola, as fracções do antigénio deslipidizado de F. 
hepatica que revelaram reactividade foram as de 24, 33, 46 e 62 kDa (Figura 37), e a banda de 62 
kDa foi a mais frequente (Figura 38). 
 
Figura 37: Fracções antigénicas de F. hepatica reconhecidas pelo 
anticorpo IgM anti-Fasciola utilizando o antigénio deslipidizado de F. 
hepatica (AgFhD). P - padrão molecular. 
 
 
Figura 38: Frequência das fracções antigénicas do antigénio deslipidizado de F. 
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7. Discussão e Conclusões  
O parasita F. gigantica é, aparentemente a principal espécie responsável pela fasciolose em 
Cabo Verde. A sua ocorrência nos animais foi assinalada na Ilha de Santiago desde o início da 
década de 70, séc. XX (Cruz e Silva et al., 1972 e Cruz e Silva, 1974), bem como os primeiros 
casos diagnosticados de fasciolose humana em 1966 (Meira, 1966 e Meira & Santa-Rita, 1966). 
Contudo, a maioria das infecções humanas têm sido diagnosticadas fora do país, principalmente em 
França (Nozais et al., 1998), Portugal (Grácio & Azevedo, 1998; Grácio, 1999 e Oliveira et al., 
2002), Estados Unidos da América (Graham et al., 2001) e Senegal (Ka et al., 2002), em emigrantes 
residentes nesses países ou em doentes que se deslocam para fazer o diagnóstico e tratamento de 
diversas patologias. 
Poucos casos humanos foram identificados em Cabo Verde, devido à inexistência de métodos 
de diagnóstico laboratorial, nomeadamente os de imunodiagnóstico, uma vez que os métodos 
parasitológicos são pouco sensíveis sobretudo nos períodos pré-patente e crónico. Além disso, 
devido ao polimorfismo das manifestações clínicas aliado à pouca divulgação sobre a parasitose, 
não tem sido considerada a relevância da fasciolose em Saúde Pública.  
Em relação ao imunodiagnóstico, diversos métodos têm sido aplicados, com destaque para a 
pesquisa de anticorpos pelos métodos serológicos, nomeadamente ELISA e Western-blot (WB) 
(Chauvin et al., 1995; Fagbemi et al., 1995; Hillyer et al., 1996; Santiago & Hillyer, 1988; 
Duménigo et al., 1999; Andrade-Sanchez et al., 2000 e Rokni et al., 2003), o que tem permetido 
proceder não só ao diagnóstico da infecção, como também avaliar a sua prevalência em regiões 
endémicas. 
Apesar da contribuição dos métodos de imunodiagnostico na melhoria do diagnóstico da 
fasciolose, eles ainda apresentam problemas relacionados com a falta de especificidade, devido à 
comunidade antigénica comum entre vários helmintas. Por isso, muitos estudos têm sido feitos, na 
tentativa de melhorar os problemas dessas técnicas. Métodos como ELISA e Western-blot, têm sido 
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desenvolvidos para a detecção da parasitose nas diversas fases da doença, utilizando diferentes 
produtos do parasita, tais como: antigénios somáticos e de excreção-secreção (Espino et al., 1990; 
Gorman et al., 1998; Carnevale et al., 2001b; Yokananth et al., 2005; El Ridi et al., 2007 e Meshgi 
et al., 2008), coproantigénios (Valero et al., 2009), fracções antigénicas purificadas ou 
glicoproteínas específicas das espécies de Fasciola (Gorman et al., 1998; Maleewong et al., 1999; 
Intapan et al., 2003; Ghosh et al., 2005; Kumar et al., 2008 e Nguyen et al., 2010), subclasses de 
imunoglobulinas (Maher et al., 1999 e Belo & Grácio, 2003), anticorpos monoclonais contra 
fracções antigénicas ou glicoproteínas específicos das espécies de Fasciola (Chaithirayanon et al., 
2002; Sirisriro et al., 2002 e Anuracpreeda et al., 2010) e antigénios recombinantes (Watpan et al., 
2005 e Awad et al., 2009).  
No presente estudo, apenas foram encontrados vermes adultos de F. gigantica nos bovinos 
examinados em dois Concelhos da Ilha de Santiago, Cabo Verde o que corrobora os resultados de 
outros estudos realizados em Cabo Verde (Rosa et al., 2002; Semedo, 2006; Pile et al., 2006 e 
Matos, 2008). As preparações antigénicas utilizadas no estudo foram obtidas daqueles parasitas. 
Assim, foram produzidos dois antigénios (somático e deslipidizado), de F. gigantica de Cabo 
Verde (AgFgT e AgFgD) avaliados comparativamente a dois de F. hepatica de Portugal (AgFhT e 
AgFhD), que foram testados em simultâneo em soros de indivíduos cabo-verdianos e de indivíduos 
residentes em Portugal, suspeitos da fasciolose.  
Com base nos resultados do método de Micro-ELISA, constatamos que com a utilização de 
antigénios homólogos se obtem maior especificidade do que com os heterólogos, visto que, os 
antigénios somáticos e deslipidizados de F. gigantica, quanto testados em soros de indivíduos cabo-
verdianos, demonstraram maior reactividade do que os antigénios complementares de F. hepatica e 
vice-versa. 
Quanto aos anticorpos testados (IgG e IgM), os diferentes antigénios apresentaram resultados 
distintos. Apesar da sensibilidade (100%) ter sido idêntica com as preparações antigénicas totais de 
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F. gigantica (AgFgT) e F. hepatica (AgFhT) na detecção de IgG anti-Fasciola, a especificiadade 
foi de 95,2% e 90,5%, respectivamente. 
Resultados semilares foram obtidos por Awad et al., (2009) num estudo efectuado em 
bovinos, ovinos e asininos, em que obtiveram valores de sensibilidade de (96,7%, 100% e 93,3%) e 
especificidade de (80%, 83,3% e 85,2%), respectivamente, utilizando antigénios somáticos de F. 
gigantica. 
Quanto a IgM anti-Fasciola, os valores de sensibilidade e especificidade foram de 97% e 
90,5%, respectivamente, para os antigénios totais dos dois parasitas (AgFgT e AgFhT) (Figuras 14 
e 15). Esses valores são superiores aos obtidos com antigénio de excreção-secreção de F. hepatica 
por Belo e Grácio (2003), que encontaram valores de sensibilidade de 47% e especificidade de 
77,8%. 
À semelhança dos antigénios totais, os antigénios deslipidizados (AgFgD e AgFhD), 
demonstraram uma sensibilidade de 100% (Figura 15). Contudo, a especificidade foi superior 
(95,2%) quando se utilizou o antigénio deslipidizado de F. hepatica (AgFhD) em relação à obtida 
com F. gigantica (AgFgD), cujo valor foi de 90,5% na detecção de IgG (Figura 14).  
Na pesquisa de IgM anti-parasita, as sensibilidades foram de 94% e 83% para AgFgD e 
AgFhD, respectivamente, com uma especificidade de 90,5% para ambos os antigénios 
deslipidizados (Figuras 14 e 15). 
Em relação às preparações antigénicas deslipidizadas, parece não serem alvo de investigações 
recentes, uma vez que na revisão de litaratura que se fez, não se encontrou trabalhos onde utilizaram 
esses antigénios, por isso, não nos foi possível comparar os nossos resultados com outros estudos.  
Apesar dos antigénios de F. gigantica apresentarem menor concentração de proteínas que os 
correspondentes de F. hepatica (Quadro 3), o título de anticorpos IgM e IgG foi significativamente 
superior (Mann-Whitney, p<0,001), com o antigénio total de F. gigantica (AgFgT), 
comparativamente ao de F. hepatica (AgFhT), tanto nos soros de indivíduos cabo-verdianos 
(Figuras 18 e 19) como nos de indivíduos residentes em Portugal (Figuras 22 e 23). Estes resultados 
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sugerem que os antigénios de F. gigantica sejam mais reactivos do que os de F. hepatica. Em 
relação às preparações antigénicas deslipidizadas (AgFgD e AgFhD), não se verificaram diferenças 
na expressão de IgM e IgG (Mann-Whitney, p>0,001), nos soros testados, independentemente da 
sua origem (Figuras 18, 19, 22 e 23). 
O maior número de soros positivos para IgM anti-Fasciola, sugere que a maioria dos 
indivíduos estaria na fase aguda da infecção. A detecção simultânea destes dois anticorpos poderá 
contribuir para um diagnóstico mais confiável.  
As reacções cruzadas das preparações antigénicas estudadas neste trabalho com soros de 
doentes com larva migrans visceral e com A. lumbricoides podem ser explicadas pela existência de 
epitopos antigénicos comuns entre vários parasitas helmintas e pelo facto desses parasitas 
coexistirem na área de estudo. 
O facto das preparações antigénicas de F. gigantica apresentarem menor concentração de 
proteínas, poderá explicar a razão pela qual os antigénios de F. hepatica se revelarem com maior 
intensidade no gel de poliacrilamida (Figura 24), utilizado no presente estudo. Além disso, a análise 
do perfil electroforético das fracções antigénicas revelou um padrão distinto nos quatro antigénios.  
Relativamente aos antigénios totais, o antigénio de F. gigantica (AgFgT) apresentou doze 
fracções antigénicas que variaram entre os 12 e os 150 kDa, aproximadamente. O antigénio 
correspondente de F. hepatica (AgFhT) revelou o mesmo número de bandas, mas essas variaram 
entre os 12 e os 76 kDa. Estes dois antigénios revelaram nove polipeptídos comuns (Quadro 10). 
 Trabalhos realizados com antigénios totais de F. gigantica e F. hepatica (Yokananth et al., 
2005; Meshgi et al., 2008 e Awad et al., 2009), demonstraram bandas comuns às encontradas neste 
estudo (16, 18, 22, 24, 32, 36, 38, 54, 76, 94 e 150 kDa). 
Quanto às preparações antigénicas deslipidizadas, o antigénio de F. gigantica (AgFgD) 
apresentou o menor número de bandas (dez) compreendidas entre os 12 e os 94 kDa e, o de F. 
hepatica (AgFhD) evidenciou doze fracções antigénicas, compreendidas entre os 12 e os 102 kDa, 
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sendo nove dessas bandas comuns entre esses dois antigénios (Quadro 10). As bandas de 12, 14, 16, 
18, 24, 32, 54 e 76 kDa foram comuns para as quatro preparações antigénicas estudadas. 
A imunoreactividade das fracções antigénicas para IgM e IgG foi testada por Immunobloting. 
No antigénio total de F. gigantica (AgFgT), as moléculas de 18, 22, 36 e 57 kDa foram as 
reconhecidas com mais frequência pelo anticorpo IgG anti-Fasciola (Figura 26), enquanto que para 
IgM a molécula de 24 kDa foi a única banda reactiva (Figura 27). Apenas a fracção de 24 kDa 
reagiu com as duas classes de imunoglobulinas. 
Em relação ao antigénio total de F. hepatica (AgFhT), na detecção de IgG e IgM anti-
Fasciola parece haver uma similaridade no padrão de reactividade (Figura 29), sendo as fracções de 
24 e 42 kDa as reconhecidas com mais frequência pelos dois anticorpos e a de 49 kDa apenas 
detectada com IgM. 
Relativamente ao antigénio deslipidizado de F. gigantica (AgFgD), a banda de 18 kDa foi a 
mais reactiva na detecção de IgG (Figura 33) e a de 24 kDa foi a única fracção ractiva para IgM 
(Figura 34). Quanto à reactividade do antigénio deslipidizado de F. hepatica (AgFhD), as bandas de 
14 e 24 kDa foram as mais frequentes na detecção de IgG (Figura 36) e as bandas de 46 e 62 kDa na 
detecção de IgM (Figura 38). 
Um aspecto relevante evidenciado nos quatro antigénios foi a presença da banda de 24 kDa na 
detecção dos dois anticorpos utilizados em estudo, IgM e IgG anti-Fasciola. 
Estudos dessa natureza são importantes, uma vez que através de investigações mais 
aprofundadass a nível da bioquímica, biologia molecular, engenharia genética, etc, torna-se possível 
desenvolver meios de diagnóstico com maior especificidade e reprodutibilidade, tais como proteínas 
recombinantes, anticorpos monoclonais, etc. A caracterização das fracções comuns e em particular 
a de 24 kDa, poderá contribuir significativamente para o desenvolvimento dos referidos meios 
diagnósticos.  
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A fracção de 26 kDa parece ser uma glicoproteína específica de F. gigantica. Portanto, esta 
glicoproteína poderá ser um alvo de mais estudos, o que provavelmente permitirá um diagnóstico 
diferencial entre as duas espécies de Fasciola. 
Os resultados desse estudo, levam-nos a surgerir a necessidade de estudos mais alargados em 
todas as ilhas de Cabo Verde, com o objectivo de saber a verdadeira situação desta parasitose no 
país, conhecer os possíveis reservatórios existentes no território e para além disso, comfirmar se 
existem as duas espécies de Fasciola ou se, de facto, F. gigantica é a única espécie presente no 
arquipélago.  
A presença do parasita, do hospedeiro intermidiário (L. natalensis), de reservatórios bovinos 
confirmados e da existência de casos humanos no país, faz com que seja necessário uma tomada de 
medidas de controlo da doença, sensibilizar os médicos e a população em geral para a parasitose, 
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Anexo 1: Preparação de antigénio total de F. gigantica 
Materiais 
 Solução salina de cloreto de sódio a 1‰ 
 Soro fisiológico 0,85% 
 Pipetas de Pasteur 




 Centrífuga refrigerada  
 Frigorífico  
 
Método 
1. Os parasitas adultos de F. gigantica são lavados várias vezes em soro fisiológico estéril frio 
até ficarem livres de impurezas, após isso, são lavado, uma vez, em solução salina 1‰ 
estéril; 
2. Os vermes são triturados com solução salina 1‰ estéril;   
3. Coloca-se a mistura em um almofariz de porcelana, devidamente esterilizado, põem-se no 
congelador a -20ºC, congela-se e descongela-se por 3 vezes sucessivos com maceração, a 
fim de rebentar as células libertando as proteínas antigénicas; 
4. Centrifuga-se a 5000 rotações por 45 minutos. Retira-se cuidadosamente o sobrenadante, 
que deverá estar límpido. O resíduo deve ser reservado para a preparação de antigénios 
deslipidizados; 
5. O sobrenadante assim obtido constitui o antigénio solúvel;  
6. Determina-se a concentração de proteína e testa-se o antigénio. 
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Anexo 2: Preparação de antigénio deslipidizado de F. gigantica 
Materiais  
 Solução salina de cloreto de sódio a 1‰ 
 Álcool absoluto 
 Éter etílico anidro 
 Pipetas de Pasteur 
 Tubos de centrífuga  
 Dissecador 
 Arca frigorífica 
 Centrífuga refrigerada  
 
Método 
1. Submeter o resíduo obtido na preparação do antigénio total, a duas lavagens com álcool 
etílico absoluto e uma com éter etílico anidro congelados; 
2. Colocar o resíduo numa placa de Petri adequada à quantidade obtida, e colocar num 
dissecador à 4ºC até que a massa esteja completamente seca – cerca de 4 dias; 
3. Pesar o resíduo obtido e colocar na proporção de 200 mg/ 10 ml de solução salina a 1‰ 
estéril e colocar a 4ºC no frigorífico; 
4. Agitar manualmente 3 vezes ao dia durante 3 dias; 
5. Centrifugar a 4ºC durante 45 minutos a 5000 rotações por minutos em centrífuga 
refrigerada; 
6. Retirar cuidadosamente o sobrenadante; 
7. O sobrenadante assim obtido constitui o antigénio deslipidizado; 
8. Determinar a concentração de proteína e testar o antigénio. 
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Anexo 3: Determinação quantitativa de proteínas (Método Bio-Rad Protein Assay) 
Materiais  
 Reagente corante concentrado 5 vezes (Ácido fosfórico e metanol) 
 Padrão de proteína 
 Tubos de ensaio 




Método (Macro método para 20 – 140 µg ou 200 – 1400 µg de proteína por ml) 
1. Preparar várias diluições de proteína; 
2. Colocar 0,1 ml dos padrões e das amostras (previamente diluídas) em tubos de teste limpos 
e secos; 
3. Colocar 0,1 ml do tampão da amostra no tubo de teste para o branco; 
4. Juntar 5,0 µl do reagente corante diluído em cada tubo; 
5. Agitar no vortex (evitar a formação de espuma em excesso); 
6. Esperar entre 5 a 60 minutos e fazer e leitura no espectofotômetro a 595 nm após ter zerado 
o aparelho com o branco; 
7. Fazer a curva de calibração com as densidades ópticas obtidas e as respectivas 
concentrações; 
8. Fazer a leitura das amostras desconhecidas na curva padrão. 
 
Reagentes (preparados segundo o protocolo do kit da Bio-Rad) 
1. Diluir o reagente corante (previamente filtrado) na proporção de 1/5 em água 
desmineralizada; 
2. Preparar a diluição seriada da proteína padrão; 
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Anexo 4: Técnica de Micro-ELISA e preparação dos tampões para a execução da técnica  
Preparação dos tampões para a técnica  
1. Tampão carbonato pH 9.6 
NaHCO3 (2,1 gr)…………………………………500 ml (água destilada) (pH 8.0)  
NaCO3 (2,65 gr)………………………………….500 ml (água destilada) (pH 11.2) 
2. Soro fisiológico 9‰ 
NaCl………………………………………………………… 9 gr 
H2O destilada.…………………………………………. 1000 ml (1 litro) 
3. Tampão Fosfato 0,5 M pH 7.2 
Na2HPO4 (anidro)…………………………………… 25,55 gr 
NaH2PO4 (anidro)…………………………………… 9,65 gr                    
H2O destilada………………………………………… 500 ml 
4. Tampão PBS 0,01 M 
Tampão fosfato 0,5 M…………………………… 20 ml 
Soro fisiológico q.s.p……………………………… 1000 ml 
5. Tampão PBS com TWEEN (concentração: 0,05%) 
Tampão PBS 0,01 M………………………………...1000 ml 
Tween………………………………………………..0, 5 ml 
NOTA1: Para cada litro de PBS, utiliza-se 0,5 ml de Tween 
NOTA2: 1 litro de PBS/Tween dá para 2 placas 
6. Tampão substrato/citrato pH-5.5 
Tampão PBS 0,1 M………………………………… 400 ml 
Tampão citrato……………………………………… 100 ml 
Acertar pH com ácido cítrico  
* Tampão PBS 0,1 M 
Tampão fosfato 0,5 M………………………. 100 ml 
pH 9.6 
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Soro fisiológico……………………………… 400 ml 
* Tampão Citrato 
 Ácido cítrico 0,1 M…………………………. 4,2 gr 
 H2O destilada………………………………. 200 ml 
7. Substrato Cromogénico 
Ortofenildiamina…………………………………... 9 mg  
Tampão substrato………………………………….. 25 ml  
H2O2 30v/v…………………………………………25 µl  
 
Método  
1. Sensibilização das placas com os antigénios em estudo (2 µl AgTs e 4 µl AgDs) 
Ag (reconstituído)……………………………………………………............50 µl  
Tampão PBS 0.01 M (utilizamos Tampão carbonato).……………………...10 ml (para cada placa) 
1.1. Ag + PBS  100 µl/poço 
1.2. Placa na estufa a 37°C durante 30 min ou placa à temperatura ambiente durante 3h 
1.3. Colocar a placa no frigorífico uma noite a 4°C. 
2. Retirar as placas do frigorífico, eliminar o tampão e proceder às lavagens com PBS/Tween 
2.1. Quatro lavagens  
2.2. Aplicar 200 µl de PBS/Tween 
 - Aguardar 5 min 
 - Retirar o tampão, bater a placa sobre papel de filtro e reencher até 4ª lavagem 
 - Bloquear as placas com albumina bovina a 2% 
 - Incubar 1 hora e meia à temperatura ambiente 
 - Fazer quatro lavagens com PBS/Tween 
3. Preparação da diluição dos soros 
3.1. Soros em estudo: diluição de 1/200 (para IgM) e 1/400 (para IgG) 
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10 µl (soro)………………………………………………… 4 ml (tampão PBS/Tween) 
# 5 µl (soro)………………………………………………... 2 ml (tampão PBS/Tween) 
                       # Preferencialmente este volume  
3.2. Placa  
       2 B (branco)…………………………………………….. 100 µl (tampão PBS/Tween) 
       6 N (soros normais)……………………………………... 100 µl 
       2 CT (controlo +)………………………………………... 100 µl 
       Soros em estudo…………………………………………. 100 µl 
3.3. Cobrir a placa com alumínio, deixar 2 h à temperatura ambiente e colocar uma noite a 4°C. 
4. Lavagens como em 2.1 
5. Preparação das imunoglobulinas nas diluições de 1/40 000 (globulina marcada com 
peroxidase IgG anti-humano) e 1/50 000 (globulina marcada com peroxidase IgM anti-
humano) 
5.1. Para cada placa coloca-se 10 ml: 
1 µl……………………….. 40 ml de PBS/Tween 
1 µl……………………….. 50 ml de PBS/Tween 
5.2. Colocar 100 µl/poço e deixar 1:30h à temperatura ambiente 
6. Lavagens 4 x (como em 2.1) 
7. Colocar 100 µl do substrato/poço. Cobrir a placa e deixar à temperatura ambiente, no 
escuro, durante 30 min. 
8. Parar a reacção com HCL 2N: 50 µl/poço 
         HCl 2N:               HCl (37%)……………………. 19,6 ml 
                                     H2O destilada q.s.p………….. 100 ml 
9. Leitura no estectofotómetro a 492 nm 
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10. Cálculos (Cut-off) 
Somar os soros normais 
Calcular a média X 
Calcular o desvio padrão SD  
 XP = (2 x SD) + X  
Valores ≥ XP = soro positivo 
11. Esquema da placa 
   3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A             
B             
C             
D             
E             
             
G             
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Anexo 5: SDS-PAGE – Separação Electroforética 
Reagentes  
 30% Acrylamide Bis Solution (BIO-RAD) 
 Tris HCl 1,5M (pH 8,8) (SIGMA®) 
 Tris HCl 0,5M (pH 6,8) (SIGMA®) 
 Trizma® base (SIGMA®) 
 SDS 10% (w/v) (BIO-RAD) 
 H2O detilada 
 APS (Persulfato de amónio) 10% (BIO-RAD) 
 TEMED (BIO-RAD) 
 Glycine (BIO-RAD) 
 2-Mercaptoetanol (BIO-RAD) 
 Precision Plus Protein® Standards (marcador de pesos moleculares – BIO-RAD 
 Azul de Bromofenol (Bromophenol blue) (SIGMA®) 
 Azul de Comassie R 250 (Brilliant blue R) (SIGMA®) 
 
Procedimento  
1. Montar o equipamento de electroforese de acordo com as recomendações da marca do mesmo. 
Neste estudo, as tinas de electroforese utilizadas foram: modelo SE 250 Amersham Biosciences. 
2. Preparação do Gel de Separação a 15%, conforme se segue: 
Soluções Volume 
Acrylamide solution 10 ml 
4x Resolving gel buffer 5 ml 
10% SDS 200 µl 
ddH2O 4,7 ml 
Submeter a vácuo durante cerca de 15 minutos 
Ammonium persulphate
*






                                      * 
Estes reagentes são adicionados imediatamente antes da utilização do gel 
3. Colocar a solução com uma seringa ou pipeta, imediatamente, a seguir à preparação da solução, 
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nas cassetes molde do gel, até 1 cm abaixo do nível do pente. 
4. Cobrir o gel com propanol ou H2O destilada, para evitar o contacto do gel com o ar ambiente. 
5. Deixar polimerizar durante 45 a 60 minutos à temperatura ambiente. 
6. Preparação do Gel de Concentração a 4%, como se segue: 
Soluções Volume  
Acrylamide solution 0,88 ml 
4x Stacking gel buffer 1,66 ml 
10% SDS 66 µl 
ddH2O 44,06 ml 
Submeter a vácuo durante cerca de 15 minutos 
Ammonium persulphate
*






                                            * 
Estes reagentes são adicionados imediatamente antes da utilização do gel 
7. Extrair o propanol ou H2O detilada, da superfície do gel de separação. Colocar os pentes (pente 
de posso único ou de 10 amostras), introduzindo de imediato o gel, lentamente, para evitar a 
formação de bolhas e ar. Após a colocação do gel, baixar o pente (inicialmente colocado com 
uma inclinação de 10%) até à posição horizontal. 
8. Deixar polimerizar durante 45 a 60 minutos à temperatura ambiente. 
9. Durante a polimerização do gel, preparar o tampão de amostra. 
10.  As amostras foram diluídas na solução tampão de amostra na proporção de 1:1, sendo depois 
levadas à banho-maria a 95ºC durante 5 minutos.  
11. Montar as duas cassetes com os 2 géis nos suportes de electroforese e colocá-los na tina “mini-
SE 250 Amersham Biosciences”. Preencher com o tampão de corrida o espaço interior da 
cassete, até ao limite superior dos vidros do gel; o restante tampão é colocado na tina de modo a 
cobrir os eléctrodos. 
12. De acordo com o pente utilizado (pente cego ou de 10 poços), distribuir as amostras e o 
marcador de peso molecular por cada poço, nos volumes de 20 µl e 10 µl, respectivamente. Se 
se usar um poço único, o volume de amostra a colocar no gel deverá ser 160 µl. 
13. Ligar a tina à fonte de alimentação com uma voltagem de 120 V e intensidade de corrente de 
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400 mA, durante cerca de 1h e 30 minutos. 
14. Após a electroforese, desmontar cuidadosamente, o sistema tendo o cuidado de identificar 
cada um dos géis.  
15. Nesta fase os géis ou são transferidos para uma membrana de Nitrocelulose (ver mais adiante), 
ou são sujeitos a coloração pelo azul de Comassie ou pelo nitrato de prata.  
 
Transferência para Membrana de Nitrocelulose (NC) 
1. Colocar o tampão de transferência num recipiente e molhar as esponjas, 2 folhas de papel de 
filtro (Whatmann 3 mm) e 1 folha de NC. 
2. Colocar a esponja sobre a parte branca da cassete, seguindo-se 1 folha de papel de filtro, depois 
a NC/gel e finalmente a outra folha de papel de filtro. 
3. Retirar com cuidado o gel das placas, retirando os separadores quase totalmente, fazendo 
pressão para levantar a placa de vidro de modo a que o gel permaneça na outra placa. Cobrir o 
gel com NC já humedecida (com H2O destilada), virar o gel/NC sobre a mão e retirar a placa (se 
for necessário juntar um pouco de tampão de transferência para que a placa deslize mais 
facilmente). 
4. Colocar a NC/gel sobre uma folha de papel de filtro (Whatmann 3 mm) humedecida e cobrir 
com outra folha de papel de filtro. Pressionar rolando uma pipeta a toda a dimensão de gel, 
exercendo uma pressão contínua para retirar as bolhas de ar. 
5. Introduzir a cassete na tina de transferência que já deve conter o tampão de transferência; a 
cassete deve ser orientada de modo que a face preta esteja voltada para a parte preta da tina. 
6. A transferência deve ser feita durante 1 h e 40 minutos a 100 V e a uma temperatura de 23ºC. 
7. Após a transferência, deve-se marcar na NC a lápis as extremidades correspondentes às margens 
do gel, cortar o padrão e corar com azul de comassie (para os padrões moleculares que não são 
corados). 
8. Colocar a outra parte da NC em solução de saturação: 5% de leite/PBS durante 2 horas à 
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temperatura ambiente e sob agitação constante ou 1 noite a 4ºC. Secar entre duas folhas de papel 
de filtro, prepara para o blotting ou acondicioná-la entre o papel de filtro e envolver com folha 
de alumínio, etiquetar e guardar a -20ºC para efectuar posteriormente o blotting. 
Nota: A confirmação da qualidade da transferência, passa pelo aparecimento das bandas do 
padrão de pesos moleculares. 
 
Preparação das soluções e dos tampões para e execução da técnica  
Tampão de Corrida 
Trizma
®
 base                                                    6,0 g 
Glicina                                                              28,8 g 
SDS 10% (w/v)                                                 2,0 g 
H2O destilada q.s.p.                                           2000 ml 
Tampão de amostra 
Tris HCl 0,5M (pH 6,8)                                    1,2 ml 
SDS 10% (w/v)                                                  2 ml 
Glicerol                                                              1,0 ml 
Azul de Bromofenol                                          0,5 ml 
H2O destilada                                                     4,8 ml 
Acrylamide solution 
Acrylamide (FW 71,08) 30%                             60 g 
Bisacrylamide (FW 154,17) 0,8%                      1,6 g 
H2O destilada                                                      para 200 ml 
4x Resolving gel buffer (1,5 M Tris-Cl, pH 8,8; 200 ml) 
Tris (FW 121,1) 1,5M                                         36,3 g 
H2O destilada                                                      150 ml 
HCl                                     para pH 8,8 
H2O destilada                                                       para 200 ml                
4x Stacking gel buffer (0,5M Tris-Cl, pH 6,8; 50 ml) 
Tis (FW 121,1) 0,5M                                           3,0 g 
H2O destilada                                                       40 ml 
HCl                                 para pH 6,8 
H2O destilada                                                       para 50 ml 
SDS 10% 
SDS (FW 288,38) 10%                                            10 g 
H2O destilada                                                            para 100 ml 
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10% Ammonium persulphate – APS  
Ammomium persulphate (FW 228,2) 10%             0,1 g 
H2O destilada                                                           para 1,0 ml 
Tampão de transferência (para 1 litro) 
Trizma
®
 base                                                           3,0,25 g 
Glicina                                                                     14, 41 g 
Adicionar Metanol (20%)                                        200 ml 
H2O destilada q.s.p.                                                 1000 ml 
Corante (Azul de Comassie) 
0,1% de Azul de Comassie (w/v)                           0,1 g 
40% de metanol (v/v)                                             40 ml 
10% de ácido acético (v/v)                                     10 ml 
H2O destilada q.s.p.                                                100 ml 
Nota: filtrar a solução depois de completa a dissolição de comassie. Guardar após usar à temperatura ambiente; a 
solução é reutilizável. 
Descorante do azul de comassie 
40% de metanol                                                    40 ml 
10% de ácido acético                                            10 ml 
H2O destilada q.s.p.                                              100 ml  
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Anexo 6: Immunobloting 
Procedimento 
Preparação do acetato de nitrocelulose:  
Cortar a nitrocelulose com bisturi em tiras finas com cumprimento = 2 mm de modo a caberem nas 
ranhuras da calha (o número de tiras correspondente às ranhuras existentes). Para cortar o acetato, 
deve-se utilizar uma régua limpa com álcool, pôr em posição vertical sobre o acetato (este deve 
estar em cima de papel de alumínio e sobre superfície lisa). 
Usar uma pinça de plástico (sem ranhuras) para pegar nas tiras. Pegar sempre pelo lado do gel de 
concentração. 
Preparação dos soros: 
Colocar os soros na diluição de 1:100 (ou outra diluição, depende do estudo), em PBS/leite a 5% (5 
g de leite magro e desnatado q.s.p. 100 ml) (deve-se colocar 1 ml em cada calha). Incubar 1 a 3 h à 
temperatura ambiente e uma noite a 4ºC sempre com agitação.  
Nota: Anotar os soros e as respectivas calhas. 
Lavagem: 
Aspirar o leite com o soro e fazer uma lavagem previa com PBS/Tween. 
Lavar 3 x em PBS/Tween sob constante agitação durante 5 minutos, cada lavagem. 
Conjugado: 
Colocar o conjugado, diluído em PBS/leite (diluição 1:500 a 1:10 000). Deixar 2 horas à 
temperatura ambiente sob agitação. 
Lavagem: 
Lavagem como em 3 e mais uma lavagem com PBS sem Tween. 
Substrato: 
- Colocar o volume de metanol a utilizar à temperatura de -20ºC (na arca congeladora); 
 
- Pesar e dissolver o substrato 4CN ()4-Chloro-1-Naphthol), que está a -20ª, no metanol; 
               Metanol ………………… 5 ml 
               4CN ……………………. 15 mg  
- Preparar o substrato no seguinte volume e ordem: 
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               PBS sem Tween ………….. 20 ml 
               4CN em metanol …………. 5 ml 
               H2O2 ……………………… 25 µl  
Reacção com o substrato: 
Colocar o substrato sobre as tiras e estar com atenção ao aparecimento de bandas; quando as tiras 
começarem a escurecer parar a reacção com H2O destilada (de preferência ter um frasco de 
esguicho com H2O destilada à mão).  
Depois da reacção ter terminado, lavar as tiras com H2O destilada por 2x. 
Secagem das tiras: 
Retirar as tiras e colocar entre duas folhas de papel de filtro para secarem, tendo o cuidado de as 
colocar por ordem idêntica à da calha. 
Quando estiverem secas, colocar sobre uma folha A4 na qual se marcou previamente a lápis um 
traço na horizontal correspondente à zona de separação dos géis e na ordem estabelecida. 
Padrão: 
Para os padrões que não vêm corados, corar a tira do padrão durante 1 – 2 minutos, em azul de 
comassie e descorar. Caso as bandas não fiquem perceptíveis, voltar a pôr a tira no corante e 
proceder à descoloração até boa visualização das bandas. 
 
 
 
